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RESUME
Lors de la grossesse, des changements hémodynamiques se mettent en place
pour subvenir aux besoins métaboliques de la mère et du foetus.
Laugmentation de la charge volumique qui résulte de ces altérations
hémodynamiques induit une réponse adaptative du coeur qui est
l’hypertrophie. Notre hypothèse est que cette adaptation du myocarde
implique des modifications structurales et fonctionnelles de ses cellules.
Notre but est de détenniner, à l’échelle dun cardiomyocyte, les altérations
gestationnelles de la morphologie et du fonctionnement du myocarde, en
particulier la contractilité, l’homéostasie du Na, les courants potassiques et
leurs répercussions sur le potentiel d’action. Pour cette étude, les
cardiomyocytes du ventricule gauche de rates nullipares et gestantes en fin de
gestation furent isolés. D’après les mesures morphologiques effectuées,
pendant la gestation, les cardiornyocytes subissent un remodelage de type
excentrique. Ce remodelage est corrélé à des altérations du fonctionnement
cellulaire. En effet, la contractilité des cardiomyocytes des rates gestantes
diminue bien que la densité du courant calcique ‘CaL demeure la même. Le
Na intracellulaire augmente et une modification du nombre et/ou de
Factivité de la Na/K-ATPase pourrait être impliquée, puisque la densité de
son courant basal diminue. La diminution de la densité des courants
potassiques I n’a pas altéré le profil du potentiel OEaction. Par contre. celle
des courants potassiques ‘KI concorde avec le ralentissement de la phase de
repolarisation du potentiel «action observé. Quant au courant potassique I.
sa densité nest pas affectée. L’ensemble de nos résultats confirme que des
modifications morphologiques et fonctionnelles des cardiomyocytes se
produisent lors de la gestation. Comprendre les adaptations cardiovasculaires
lors de la grossesse normale permettra de déterminer leurs variations lors des
pathologies cardiovasculaires de la grossesse.
Mots-clés grossesse. cardiomyocytes. ventricule gauche . remodelage.
contractilité • homéostasie du sodium .canaux ioniques . potentiel d’action
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SUMMAR Y
Major adaptations in the maternai cardiovascular system are essentiai for the
normal course of pregnancy. Notably, the plasma volume expansion leads to
an adaptive cardiac hypertrophy. We hypothesize that structural and
functionai modifications of cardiac ceils underlie this adaptation of the
myocardium. Our aim is to determine the pregnancy induced alterations of
the myocardium at a cardiomyocyte level. We focused on the cardiomyocytes
morphology and their functioning, especially their contractiiity, their Na
homeostasis, their potassium currents, and the possible repercussions of the
potassium currents on the action potentiai. In this study, lefi ventricle
cardiomyocytes were isolated from nulliparous and pregnant female rats in
late pregnancy. Our morphological data indicate that, during pregnancy.
cardiomyocytes undergo an eccentric remodelling which is associated with
modifications of their functioning. Indeed, the contractility of cardiomyocytes
from pregnant rats decreases aithough the density of the calcium current ‘Ca-L
remains unchanged. As the same time, the intracellular Na increases.
Modifications of the number and/or the activity of the Na/K-ATPase couid
account for this Na increase, given that a decrease of the Na7K-ATPase
steady-state current density was observed. The iowering of the density of the
potassium currents ‘KI, is consistent with the slowed repolarisation phase of
the action potential. The density of the potassium currents ‘to was also
decreased without significantly affecting the action potential profile. As for
the potassium current its density was found unaltered. Obtained results
confirm that morphological and functional modifications of cardiomyocytes
occur during pregnancy. A better knowledge of the cardiovascular
adaptations during normal pregnancy is crucial to understand their variations
in pregnancies compIicated by cardiovascular disease.
Key-words: pregnancy • cardiomyocytes • left ventricle • remodelling
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La grossesse est un état physiologique complexe associé à des changements
significatifs de la fonction cardiovasculaire en réponse aux besoins
métaboliques de la mère et du foetus. Ces altérations ont la particularité d’être
réversibles mais leurs mécanismes de mise en place sont peu connus. La
connaissance des adaptations cardiovasculaires au cours de la grossesse est
cependant essentielle car l’incapacité de produire ou de prolonger ces
changements peut résulter en des complications mettant en péril la vie de la
mère et du foetus.
Nos travaux visent à déterminer à l’échelle cellulaire les mécanismes
impliqués dans l’adaptation du myocarde lors de la grossesse normale.
1. Les adaptations hémodynamigues lors de la grossesse
D’importantes adaptations hémodynarniques de la circulation maternelle sont
constatées tout au long de la grossesse 1,2 La fréquence cardiaque et le débit
cardiaque augmentent tandis que la résistance périphérique et la pression
artérielle diminuent Ces adaptations ont pour finalité d’optimiser la
perfusion placentaire afin de permettre au foetus de se développer dans des
conditions optimales. Une adaptation hémodynamiquc inadéquate est
associée à des complications gestationnelles telles que la restriction de
croissance foetale et l’hypertension gestationnelle .
La rate a souvent été utilisée comme modèle animal pour l’étude de la
grossesse car les changements hémodynamiques qui se produisent chez la rate
gestante sont similaires à ceux observés chez la femme enceinte. De plus, sa
3période gestationnelle présente l’avantage d’être relativement courte
puisqu’elle dure trois semaines et de permettre d’établir des correspondances
avec les trois trimestres de grossesse de la femme.
1.1. Le débit cardiaque et fréquence cardiaque
Le débit cardiaque est le produit de la fréquence cardiaque et du volume
d’éjection, par conséquent l’augmentation de ces deux paramètres au cours de
la grossesse contribue à son augmentation.
Un des changements les plus précoces est Faugmentation de la fréquence
cardiaque qui se produit dès la 4 semaine de grossesse chez la femme et se
poursuit jusqu’en fin de grossesse où elle atteint son pic. A terme, elle est
environ 20 % supérieure aux valeurs pré-gestationnelles ce qui correspond à
une augmentation de 15 battements/min 6,7 La fréquence cardiaque retourne à
sa valeur de base à la 12e semaine du post-partum . Chez la rate, lors de la
gestation, la fréquence cardiaque augmente de 360 à 420 battements/min .
L’augmentation du volume d’éjection systolique est liée à l’augmentation de
la volémie, donc de la précharge et à la baisse de la postcharge par diminution
de la résistance artérielle. Le volume d’éjection augmente graduellement chez
la femme de la 8e à la 24e semaine puis atteint un plateau. A I an post-partum,
il est proche de sa valeur pré-gestationnelle mais il lui est encore supérieur .
L’accroissement du débit cardiaque est de 30 à 45 % en moyenne au repos de
la 0e semaine à la 24’ semaine où il atteint un plateau. Au cours du travail et
de l’expulsion, le débit cardiaque s’accroît. La fréquence cardiaque s’accélère
sous l’effet de la douleur et de Fanxiété. La précharge du ventricule gauche
augmente à chaque contraction en raison de la remise en circulation de 400 à
600 mL de sang stockés dans l’utérus et de la levée de la compression de la
veine cave inférieure par l’utérus qui augmente le retour veineux 910• Le débit
4cardiaque est encore 23 % supérieur à sa valeur pré-gestationnelle à I an
post-partum ‘.
1.2. Le volume sanguin
L’expansion progressive du volume plasmatique, qui se produit chez les
femmes enceintes et les rates gestantes 11,12,13, est nécessaire pour le cours
normal de la grossesse 14
Chez la femme enceinte, le volume sanguin augmente à partir de la 6e
semaine de grossesse et atteint un plateau à 50 % environ de volume
excédentaire au début du troisième trimestre. Le volume des globules rouges
augmente moins causant «l’anémie physiologique» de la grossesse 15 Le
volume plasmatique ne revient à sa valeur de base qu’entre la 6e et la 8e
semaine post-partum 16,17
Chez la rate, l’augmentation du volume sanguin est en moyenne plus
importante que chez la femme, puisqu’elle se situe entre 50 et 70 %. De plus,
ces changements n’interviennent pas en même temps chez la femme et la rate.
En effet, l’expansion volumique commence à partir du I 1e ou 12e jour de
gestation mais l’essentiel du gain volumique se produit au cours de la
dernière semaine de gestation 1$-21
L’hypervolémie, lors de la grossesse et de la gestation chez la rate, résulte
d’une rétention plus importante d’eau et de Na due à des changements de
l’osmorégulation et en partie à l’activation du SRAA (Système Rénine
Angiotensine Aldostérone) 2223 Chez la femme, il a été démontré que les
grossesses compliquées par la restriction de croissance foetale, la
prééclampsie ou les deux sont caractérisées par une expansion réduite du
volume plasmatique 2425 Chez la rate, la restriction de sodium inhibe
5l’expansion du volume et est nuisible au cours à la grossesse surtout à
l’approche de son terme 26
1.3. La pression artérielle et la résistance vasculaire
Paradoxalement, en dépit de l’augmentation du volume sanguin et de
l’activation du SRAA. la gestation chez la rate et la grossesse chez la femme
sont caractérisées par une baisse de la pression artérielle Cette chute ne se
produit pas à la même période chez les deux espèces. Chez la femme, la
pression artérielle baisse dès le premier trimestre. Elle atteint son plus bas
niveau à la I 6e semaine pour ensuite revenir au niveau initial à terme ‘. Chez
la rate, la pression ne change pas avant le I 7 jour et diminue graduellement
jusqu’à terme c’est-à-dire le 22e jour de gestation 27
Plusieurs études suggèrent que la diminution de la pression artérielle serait
due à une baisse significative du tonus vasculaire 2$ D’ailleurs, lors dc la
gestation et de la grossesse, une diminution de la résistance vasculaire est
observée et elle est accompagnée d’une diminution de la réponse aux agents
vasoconstricteurs tels que l’angiotensine 2930 et une augmentation de la
réponse aux agents vasodilatateurs 31
Chez la femme, la résistance vasculaire périphérique diminue à partir de la 8e
semaine et atteint son plus bas niveau à la 16e semaine, tout comme la
pression artérielle, pour ne plus changer jusqu’au terme de la grossesse ‘. La
résistance vasculaire périphérique augmente ensuite progressivement et est
30 % inférieure à sa valeur pré-gestationnelle à I an post-partum .
Chez la rate, la résistance vasculaire périphérique diminue d’environ 23 % au
13e jour puis continue de descendre progressivement jusquen fin de
3gestation -.
62. Les adaptations du coeur
Chez les humains et les rongeurs la grossesse est associée à des changements
structuraux et fonctionnels du coeur et des vaisseaux Les adaptations
hémodynamiques présentées précédemment vont entraîner une augmentation
du travail cardiaque qui induit une réponse adaptative du coeur qui est
l’hypertrophie. Cette hypertrophie physiologique résulterait d’altérations
significatives de la charge volumique du ventricule gauche d’où notre
intérêt pour l’étude des cardiomyocytes du ventricule gauche. La grossesse
représente, par conséquent, un excellent modèle d’hypertrophie
physiologique consécutive à une surcharge hémodynamique.
2.1 Différents types d’hypertrophie
Il y a trente ans environ, Grossman et coll.35 ont émis l’hypothèse que
l’hypertrophie ventriculaire était un processus biologique initié par un
événement mécanique. Selon l’équation de La Place, le stress de la paroi est
égal au produit de la pression et du rayon de la cavité ventriculaire divisé par
le double de l’épaisseur de la paroi. En se basant sur ce paradigme, Grossman
et coll. ont établi la théorie selon laquelle l’augmentation de la pression
ventriculaire produit un signal mécanique qui se traduit par la réplication des
sarcomères en parallèle, accroissant de ce fait l’épaisseur de la paroi. Par
contre, la surcharge de volume induirait la réplication des sarcomères en série
et par conséquent un allongement des myocytes.
Les expériences cliniques et une pléthore de données ont confirmé ces
concepts de base à partir desquels deux types d’hypertrophie ont été définis.
L’hypertrophie développée suite à une surcharge volumique est dite de type
excentrique 33,36,37• La surcharge de volume augmente la pression
ventriculaire gauche au cours du remplissage et étire ainsi la paroi
7ventriculaire s. Le coeur s’adapte en allongeant les myocytes existants et en
augmentant ainsi les dimensions internes du ventricule gauche. Cela
s’accompagne généralement d’un épaississement de la paroi, adaptation qui
réduit le stress s’exerçant sur la paroi. Ainsi la surcharge de volume peut
conduire au remodelage d’un ventricule caractérisé par une paroi épaisse et
une cavité plus large, tout en ayant un rapport normal de l’épaisseur de la
paroi sur le diamètre interne
À l’inverse, la surcharge de pression augmente le stress sur la paroi au cours
de la systole, conduisant à une prolifération myocytaire et un épaississement
de la paroi avec soit une préservation soit une réduction du volume normal de
la cavité. L’hypertrophie concentrique diffère de l’hypertrophie excentrique
par le fait que l’augmentation de la masse du ventricule n’est pas associée à
une dilatation proportionnelle de la cavité
2.2. L’hypertrophie lors de la grossesse
Selon Mone et colI. le remodelage hypertrophique du coeur observé chez
les femmes enceintes serait similaire à celui observé chez les athlètes
féminines, en particulier les athlètes soumis à un exercice d’endurance tels
que les coureurs de marathon Le remodelage hypertrophique du coeur suite
à l’entraînement est connu sous le nom de «coeur dathlète» Chez les
athlètes soumis à un exercice d’endurance, une élévation de la précharge due
à un retour veineux accru mène au développement d’une hypertrophie de type
excentrique avec une augmentation de Fépaisseur ventriculaire
proportionnelle à celle de la cavité ventriculaire
Chez la femme enceinte, la masse du ventricule gauche augmente de 16 % au
3e trimestre par rapport au 1er trimestre et retourne à sa valeur pré
gestationnelle vers $ à 10 semaines post-partum 41• Les femmes enceintes
sont soumises à une surcharge hémodynamique similaire à celle des coureurs
$de longue distance au repos, c’est-à-dire avec une précharge réduite, une
postcharge normale
L’hypertrophie du ventricule gauche développée lors de la grossesse étant
proportionnelle aux changements hémodynamiques, le myocarde peut
rapidement inverser l’hypertrophie et le remodelage de telle sorte qu’il n’y ait
pas de conséquences à long terme de la grossesse. Cependant, ce n’est pas le
cas de certaines maladies qui surviennent lors de la grossesse, telle que la pré
éclampsie, dans laquelle l’hypertrophie du myocarde est exagérée et son
retour à la taille normale plus lent ‘.
Il n’est pas encore établi avec précision si la contractilité du myocarde est
altérée lors de la gestation chez la femme puisque des études sur le coeur
entier ont montré une diminution une augmentation ou encore aucun
47 .
changement significatif -. En depit du fait que la surcharge volumique
naturelle lors de la grossesse mène à une hypertrophie réversible
physiologique du ventricule gauche , l’étendue de l’hypertrophie varie et
certains modèles ne montrent aucune différence de poids du ventricule
gauche En ce qui concerne la rate, les données sur la contractilité du
myocarde maternel lors de la gestation sont toujours manquantes.
L’avènement de l’échographie en mode M a permis de définir des modèles
géométriques du ventricule gauche 46.47 et d’utiliser la forme du ventricule
gauche comme outil diagnostic. Des études récentes ont d’ailleurs établi une
corrélation entre les altérations de la géométrie du ventricule gauche, en
particulier le remodelage et l’hypertrophie concentriques, et l’augmentation
de la mortalité et la morbidité foeto-maternelles chez des patientes atteintes
d’hypertension gestationnel le “.
9Les adaptations cardiovasculaires de ]a grossesse rendent difficile le
diagnostic des cardiomyopathies du péripartum qui se développent lors la
grossesse. Il est, de ce fait, nécessaire de développer des outils de diagnostic
plus précis. Une meilleure compréhension du remodelage des cardiomyocytes
lors de la grossesse permettrait d’élaborer des traitements plus appropriés en
apportant des connaissances sur les changements structuraux et fonctionnels
se produisant au niveau dune cellule cardiaque.
Les études fonctionnelles menées jusqu’à ce jour sur tes cardiomyocytes
isolés lors de la grossesse portent seulement sur les cardiomyocytes foetaux et
non sur les cardiomyocytes maternels. Ainsi, une connaissance du
fonctionnement des cardiomyocytes est nécessaire pour pouvoir déterminer
les altérations de ce fonctionnement propres à la grossesse. Ce
fonctionnement est décrit dans les sections suivantes.
3. Fonctionnement des cardiomyocytes
Les évènements mécaniques qui permettent au coeur d’assurer sa fonction de
pompe sont initiés par des changements des propriétés électriques des cellules
cardiaques. Le tissu cardiaque est composé de deux types de cellules les
cellules musculaires ou fibres à réponse rapide et les fibres à réponse lente,
douées d’automaticité. L’automatisme est la propriété exclusive des cellules
possédant une dépolarisation diastolique lente spontanée. A l’état normal, ce
sont les cellules pacemaker du noeud sinusal, les plus rapides, qui imposent la
fréquence cardiaque et inhibent les centres automatiques moins rapides
(phénomène «d’overdrive»). Ces cellules génèrent le stimulus électrique qui
est ensuite transmis par les oreillettes au noeud auriculo-ventriculaire. Le
myocarde ventriculaire reçoit le stimulus électrique via le réseau de fibres de
His-Purkinje s.
10
Lors de ce processus. tandis que les cellules sont stimulées par les impulsions,
le potentiel membranaire change de telle sorte que les cellules voisines sont à
leur tour excitées et l’impulsion électrique se propage. Les cellules ont un
potentiel de repos négatif proche de -$0 mV. Quand le stimulus de
dépolarisation est assez grand pour que le potentiel de repos s’élève au-dessus
de la valeur seuil, il génère un potentiel d’action (PA). Le PA est d’un grand
intérêt pour les électrophysiologistes non seulement car il participe au
couplage excitation-contraction mais aussi parce que les changements du PA
cardiaque peuvent induire des arythmies
3.1. Le potentiel d’action des cardiomyocytes
Les PA qui se propagent le long des membranes plasmiques des
cardiomyocytes sont générés par une séquence de changements de potentiels
électriques entre les milieux intracellulaire et extracellulaire. La
dépolarisation, une diminution de degré d’électronégativité de la cellule au
repos, se produit quand les ions Na et Ca2 entrent dans le cytosol et
génèrent des courants entrants. La repolarisation se produit quand les
courants sortants restaurent le potentiel de repos. Dans les cardiornyocytes,
les courants repolarisants sont dus à l’efflux d’ions K majoritairement et
l’influx d’ions C1 Le PA des cellules myocardiques est plus long chez
l’homme que chez le rat, avec une durée de 200 à 300 ms chez l’homme et
de $0 à 90 ms chez le rat 50, Cependant, chez les deux espèces le PA est
composé de cinq phases (Fig.1) la phase O est la phase ascendante ou phase
de dépolarisation rapide, la phase I est la phase de repolarisation précoce, la
phase 2 est la phase de plateau, la phase 3 est la phase de repolarisation finale





Figure 1. Représentation schématique du potentiel d’action cardiaque
3.1.1. La phase O du potentiel d’action
Dans les cellules ventriculaires, la phase O qui est la portion ascendante du
PA est due à l’ouverture rapide des canaux Na. Ces canaux génèrent des
courants entrants (‘Na). Le potentiel membranaire passe de alors de -80 mV à
+40 mV, c’est-à-dire proche du potentiel d’équilibre de Na” (ENa).
L’augmentation transitoire de l’influx de Na” dure environ 1 à 2 ms. Quand la
[NaJ et les charges intracellulaires positives augmentent de sorte que le
+48potentiel membranaire atteigne ENa, il n y a plus d influx de Na . Les
canaux calciques de type T contribuent aussi à cette phase. Cependant il n’y a
peu de canaux calciques de type T dans les cardiomyocytes ventriculaires de
rats
3.1.2. La phase 1 du potentiel d’action
Suite à la phase 0, le potentiel membranaire retourne rapidement mais
transitoirement à environ O mV. Cette repolarisation précoce et rapide, qui
correspond à la phase 1, est contrôlée par l’ouverture de canaux K qui
médient les courants transitoires sortants (Ito). Cependant I’inactivation des
canaux ‘Na contribue aussi à cette phase 48 Cette phase est très prononcée
chez le rat par rapport aux autres mammifères et constitue une des
particularités de son potentiel d’action
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3.1.3. La phase 2 du potentiel d’action
La phase I est suivie par une phase de plateau ou phase 2 du PA. Pendant
cette période, la conductance membranaire de la majorité des ions diminue.
Celle des ions Na est faible car les canaux Na sont inactivés après la
dépolarisation initiale. Durant la phase de plateau, certains canaux K à
rectification retardée ne sont pas encore ouverts, en raison de la lenteur de
leur cinétique d’activation ‘. Les canaux calciques dc type L s’activent et
l’influx des ions Ca2 génère des courants entrants (ICa-L) qui contrecarrent les
forces de repolarisation. Les canaux calciques de type T contribuent aussi à
cette phase mais dans une moindre mesure. Cette phase est brève chez le rat,
cc qui constitue là aussi une distinction de son potentiel d’action par rapport à
celui des autres mammifères 50•
L’échangeur Na/Ca2 est un autre acteur de cette phase. Suite à la
dépolarisation, le potentiel membranaire devient supérieur au potentiel
d’inversion de l’échangeur (ENaJCa) qui fonctionne en mode inverse et génère
de ce fait un courant sortant (JNaICa) sortie de trois ions Na et entrée d’un ion
Ca2. Ceci se poursuit jusqu’à ce que le potentiel membranaire soit égal à
ENaICa durant la repolarisation soit environ égal à -20 mV .
Les phases I et 2 correspondent à la période réfractaire absolue pendant
laquelle la cellule ne peut être à nouveau dépolarisée. La période réfractaire
absolue est donc proportionnelle à la durée du plateau
3.1.3. La phase 3 du potentiel d’action
Le profil et la vitesse de repolarisation du potentiel d’action sont contrôlés par
différents types de canaux K qui se distinguent par leur cinétique et leur
densité dans la membrane cellulaire. La vitesse de repolarisation terminale est
augmentée après la phase de plateau par l’augmentation de la conductance du
canal K à rectification retardée rapide de et ‘K et du canal à rectification
entrante de IKI L’activation de la contraction chez le rat nécessite une
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augmentation transitoire de la [Ca2j d’environ 0.6 iM. la [Ca2i1 diastolique
étant d’environ 0.1 jiM Durant cette phase, la [Ca2] cytosolique étant plus
élevée, l’échangeur Na/Ca2 génère alors un courant entrant INa/Ca entrée de
trois ions Naet sortie d’un ion Ca2.
3.1.4. La phase 4 du potentiel d’action
A l’état de repos, la membrane des cardiomyocytes a une perméabilité plus
élevée pour les ions K et le potentiel de membrane est proche du potentiel
d’équilibre électrochimique de K (EK) qui est d’environ -80 mV. Cette
perméabilité aux ions K est due à l’ouverture des canaux potassiques
rectification entrante (IKl) qui laissent entrer les ions K à des potentiels
dépolarisants et en fonction du K extracellulaire. La grande conductance
entrante aux potentiels au-dessous de Ex empêche l’hyperpolarisation
excessive. Aux potentiels membranaires légèrement positifs à EK, I génère
des courants sortants. Pour ces raisons, le potentiel de repos est maintenu
proche de EK
Un autre facteur important qui maintient une [Kj élevée et une [Naj faible
est la pompe Nat’K-ATPase. Cette pompe utilise I’ATP comme source
d’énergie, pour le transport de trois ions Na en-dehors de la cellule et deux
ions K dans la cellule, produisant un courant sortant net hyperpolarisant 48•
Les canaux IK(ATP), qui s’ouvrent quand la [ATPJi devient inférieure à
1 .0 mM et les canaux ‘K(Ach) activés par le récepteur muscarinique (M2) de
Facétylcholine peuvent dans certaines conditions influencer le potentiel de
repos. Après le retour de potentiel membranaire à sa valeur de repos, la
cellule peut à nouveau être dépolarisée ‘
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3.2. Particularités des systèmes de transport étudiés
Dans les myocytes cardiaques, chez l’homme et le rat, la repolarisation étant
majoritairement contrôlée par les canaux K dépendants du voltage. Ces-
dernières jouent un rôle important dans l’excitabilité et dans la conduction et
la repolarisation du PA, d’où notre intérêt pour les courants ‘to’ 1sus et ‘KI. De
plus, étant donné que le développement de la force contractile dépend de la
[Ca2]1, nous nous sommes intéressées au canal calcique de type L qui joue un
rôle important dans l’homéostasie du Ca2 et le couplage excitation-
contraction dans les myocytes cardiaques. La régulation de la [Na] est
importante pour le fonctionnement des cardiomyocytes de part le fait que
l’énergie générée par son gradient électrochimique est utilisée par plusieurs
systèmes de transport comme les canaux Na et les transporteurs qui couplent
le transport du Na à ceux d’autres ions et molécules. C’est la raison pour
laquelle, la pompe Nat’K-ATPase qui assure le maintien du gradient de
Na a aussi été étudiée.
Nous verrons dans les sections suivantes les caractéristiques de ces systèmes
de transport.
3.2.1. CanaI calcique de type L
Le couplage excitation-contraction et la force contractile du myocarde
dépendent de l’activation initiale des canaux calciques de type L présents
dans le sarcolemme . Ces canaux et dans une moindre mesure les canaux
calciques de type T des cardiomyocytes servent à apporter le Ca2 dans la
cellule. Cet influx de Ca2 constitue un courant entrant (ICaL) qui tend à
rendre le potentiel membranaire plus positif, mais surtout sert de second
messager dans le couplage excitation-contraction, (tel que décrit dans la
section 3.4) qui mène à l’activation de la contraction cellulaire Ces canaux
sont fermés au potentiel de repos et s’ouvrent suite à la dépolarisation
membranaire lors du PA. Leur inactivation est lente et ils sont inhibés par
l’ion cadmium 58, les phénylalkylarnines et par la plupart des
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dihydropyridines telles que la nifédipine Cependant, certaines
dihydropyridines telles que le Bay K 8644, le S-202-791 et le CGP 28392
augmentent ‘CaL en prolongeant la durée d’ouverture des canaux calciques
Mitchell et cofl.6° ont démontré que ralentir l’inactivation de ‘CaL en
2+ 2+remplaçant Ca par le Sr prolonge le PA chez le rat en raison du maintien
de la phase de plateau. Cela démontre que ‘Ca-L peut directement influencer le
profil du PA.
3.2.2. Les canaux potassiques
L’amplitude et la durée du potentiel d’action dans le myocarde des
mammifères sont déterminées en grande partie par les canaux potassiques
dépendants du voltage. En effet, la repolarisation cardiaque est causée par des
courants potassiques contrôlés par ces canaux.
L’interaction entre le potentiel de membrane et l’ouverture et la fermeture des
canaux potassiques cardiaques est généralement décrite en termes de leur
capacité de rectifier le flux de courant à travers la membrane. Les canaux sont
dits à rectification sortante quand ils favorisent la sortie d’ions potassiques.
Au contraire, d’autres canaux potassiques sont dits à rectification entrante si
ils facilitent l’entrée d’ions potassiques
3.2.2.1. Canal potassique transitoire sortant
L’activation des canaux potassiques transitoires sortants joue un rôle
important dans la repolarisation des myocytes ventriculaires de plusieurs
espèces dont l’homme et le rat 61-64 En effet, leur courant ‘to (to signifiant
«outward transient») est responsable de la repolarisation rapide (phase I du
PA) entre la phase ascendante et le plateau du PA 65 ‘to s’active rapidement
par la dépolarisation mais s’inactive aussi rapidement. Il est inhibé par la
4-aminopyridine 66
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Etant donné sa contribution à la phase de repolarisation précoce, ‘to affecte la
densité du courant ‘CaL et par conséquent module les processus du couplage
excitation-contraction, de la contractilité du myocarde ainsi que la
repolarisation. ‘to, de part son rôle dans le contrôle du potentiel membranaire,
peut aussi altérer la densité des courants potassiques à rectification
retardée 67-69 Le canal reste inactivé jusqu’à ce que le potentiel membranaire
revienne à sa valeur de repos, à laquelle les canaux retrouvent leur état activé.
influence la durée et le profil du PA chez l’homme et le rat 58.64 son
inhibition mène à une prolongation significative du potentiel d’action 60,61
Ainsi, les changements de densité de ‘to peuvent modifier la durée du
potentiel d’action.
3.2.2.2. CanaI potassique soutenu
Après l’inactivation rapide du courant un autre courant sortant est toujours
présent, le courant (sus signifiant «sustained»). permet de diminuer la
composante initiale du plateau et l’amplitude de sa composante tardive 7071•
s’active rapidement à des potentiels similaires à ceux de I, mais ne
s’inactive pas pendant le potentiel d’action 70, De ce fait, il constitue un
courant de maintien. I n’est pas sensible à la 4-amninopyridine comme ‘to
mais est inhibé par le TEA (tétraéthylammonium) externe 70,
3.2.2.3. CanaI potassique à rectification entrante
Le courant entrant ‘Ki joue un rôle important dans la stabilité du potentiel de
repos des cellules excitables 58, Ces canaux médient un flux réduit de
courants sortants à des potentiels plus négatifs que son potentiel d’inversion,
ce qui permet le développement de la phase de plateau du potentiel d’action 72
et établit le seuil d’excitabilité des courants dépolarisants ‘. La conductance
du courant sortant diminue progressivement quand le potentiel membranaire
devient plus positif que EK De plus, les courants entrants IKI contribuent
aussi à la phase finale de repolarisation du potentiel d’action à cause de la
17
forte pente de sa relation courant-voltage, entre -70 et -40 mv 74-76
Cependant, quand la cellule devient dépolarisée, les canaux qui génèrent ‘KI
ont une conductance sortante plus faible que la conductance entrante, le
potentiel de membrane est alors libre de changer. Le courant ‘KI peut être
inhibé par l’ion Ba2 58•
+ +3.2.3. La pompe Na /K -ATPase
La pompe Na7K-ATPase est une enzyme ubiquitaire qui assure le maintien
du gradient des ions Na et K entre le cytosol et le milieu extracellulaire. La
Na/K-ATPase a deux sous-unités principales u et f3. La sous-unité u (1 10
kDa) possède les sites de liaison pour I’ATP, Na, K et les inhibiteurs. La
sous-unité f3 (—50 kDa) module l’activité ATPasique et est importante pour
l’insertion de la pompe dans la membrane. Il existe quatre isoformes de u
(Œ1-Œ4) et trois de f3 (f3J-f33). Toute combinaison de ces deux sous-unités
aboutit à la formation d’une protéine fonctionnnelle ‘.
La conservation des gradients de Na et K est un pré-requis pour
l’homéostasie ionique des cellules, pour la régulation du volume et pour le
transport secondaire de divers solutés. Dans le cas des cellules excitables, la
création et le maintien du gradient des ions Na et K sont nécessaires pour
établir le potentiel de repos ainsi que pour la genèse et la propagation du
PA Lors de chaque cycle, une molécule d’ATP est hydrolysée et trois ions
Na sont transportés hors de la cellule tandis que deux ions K sont
transportés dans le cytosol. De ce fait, le cycle de la pompe résulte en un
courant net sortant qui hyperpolarise de quelques millivolts la membrane.
La Na/K-ATPase est le récepteur de glycosides cardiaques qui exercent un
effet inotrope en inhibant l’activité de l’enzyme. Cette inhibition mène à
l’augmentation de la concentration intracellulaire de Na Ainsi, l’activité
de l’échangeur Na/Ca2 est affectée de sorte que moins d’ions Ca2 soient
1$
2+transportes hors de la cellule. De ce fait, plus d ions Ca s accumulent dans
le réticulum sarcoptasmique et sont disponibles pour les contractions de la
cellule, ce qui mène l’augmentation de la force de contraction ‘.
3.4. Le couplage excitation-contraction
La contraction cardiaque est initiée par une élévation transitoire du Ca2
intracellulaire libre déclenchée par le PA. L’ensemble des évènements qui
couple la dépolarisation du sarcolemme à l’élévation de Ca2 et au
déclenchement de la contraction cardiaque est désigné comme le couplage
excitation-contraction
2+Pendant le PA cardiaque, les ions Ca entrent dans la cellule par les canaux
calciques activés par la dépolarisation, les canaux calciques de type L et de
type T dans une moindre mesure (Fig.2). Le Ca2 entrant induit la libération
du Ca2 emmagasiné dans le réticulum sarcoplasmique (RS) par sa liaison
aux récepteurs aux ryanodines présents sur la membrane du RS Ce
phénomène est connu sous l’acronyme de «CICR» qui signifie «Calcium
Induced Calcium Release» ou libération du calcium induite par le calcium. La
combinaison de l’influx de Ca2 et de sa libération augmente la concentration
2+. . . 2+ . 2+du Ca libre intracellulaire, [Ca j, ce qui permet au Ca de se lier a la
troponine C, protéine des myofilaments, qui active ensuite l’appareil
2+ .
contractile. Pour que la relaxation se produise la [Ca ]‘ doit diminuer afin de
2+ . .permettre au Ca de se dissocier de la troponine. Cela requiert le transport
du Ca2 hors du cytosol par quatre voies la Ca2-ATPase du RS, l’échangeur
Na/Ca2 et la Ca2-ATPase du sarcolemme ainsi que l’uniporteur
mitochondrial 80 Le Ca2 est un second messager ubiquitaire essentiel à
2+I activite electrique cardiaque. Une alteration de la teneur du Ca dans les
myocytes est une cause importante de dysfonctionnement contractile et
d’arythmies dans les conditions pathophysiologiques
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Figure 2. Transport des ions Ca2 dans les myocytes ventriculaires.
Dans l’encadré, représentation d’un potentiel d’action, d’un transitoire
calcique et de la contraction mesurés dans un cardiomyocyte ventriculaire de
lapin à 37°C. Ica canal calcique dépendant du voltage; NCX, échangeur
Na/Ca2; ATP, ATPase; PLB, phospholamban; RyR, récepteur ryanodine;
SR, sarcoplasmic reticulum. Extrait de Bers, DM, 2002 55.Imprimé avec la
permission de Donald Bers et de Nature Publishing Group.
4. Objectifs de l’étude
Les cardiomyocytes isolés ont été utilisés comme modèle depuis maintenant
deux décennies pour caractériser l’activité électrique, le couplage excitation-
contraction et l’effets de médicaments sur le coeur Cependant, en dépit
des difficultés à diagnostiquer et traiter les cardiomyopathies du péripartum,
qui présentent un tableau clinique similaire à celui de l’insuffisance
cardiaque ‘, les modifications morphologiques et fonctionnelles des
cardiomyocytes du ventricule gauche durant la grossesse n’ont pas été encore
étudiées. Nous supposons que pendant la grossesse les cardiornyocytes du
ventricule gauche subissent des modifications structurales et fonctionnelles en






au niveau d’un cardiomyocyte du ventricule gauche chez la rate en fin de
gestation. Nous avons étudié en premier lieu la morphologie des
cardiomyocytes puis certains aspects de leur fonctionnement que sont
l’homéostasie du sodium, la contractilité, les courants potassiques et leurs
répercussions sur le potentiel d’action.
II. MATERIEL ET METHODES
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II. MA TERIEL ET METHODES
1. Modèle animal
Cette étude a été réalisée avec deux groupes de rates adultes Sprague
Dawley (Charles River, Saint-Constant, Qc, Canada): des rates nullipares
âgées de 13-14 semaines (225-275g) et des rates gestantes du même âge (350-
450 g), à leur 21e jour de gestation, qui dure 22 jours.
L’étude a été approuvée par le CIBPAR (Comité Institutionnel des Bonnes
Pratiques Animales en Recherche) du Centre de Recherche de l’Hôpital
Sainte-Justine.
2. Isolement des cardiomyocytes du ventricule gauche
2.1 Description du système de perfusion
Le système de perfusion utilisé est un système de Langendorff modifié par
l’ajout d’une pompe péristaltique Minipuls 3 (Gilson, distribuée par Mande!
Ltd. Guelph, ON, Canada) afin d’assurer le maintien du débit (Fig.3).
Les quatre bouteilles et la colonne de perfusion possèdent une double paroi.
L’espace entre les deux parois est rempli d’eau chauffée à une température de
36 + I °C par un bain circulant ecoline E] 03 (Lauda distribuée. Harvard
Apparatus Saint-Laurent, QC, Canada). Ainsi les solutions perfusées sont
maintenues â une température de 36 + I 0C. L’oxygénation des solutions est
effectuée par des diffuseurs d’air placés dans chaque bouteille. Trois
bouteilles contiennent les solutions de la perfusion et la quatrième placée sous
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la colonne de perfusion servira à maintenir le coeur dans un espace chaud et à
la recirculation de la solution d’enzymes.
La colonne de perfusion est munie d’une l’aiguille 1$ G 11/2, d’une longueur
de 1.0 cm environ, sur laquelle le coeur sera attaché.
Le système est lavé avec de l’eau déionisée trois fois avant et après son
utilisation. En fin d’expérience, l’eau résiduelle doit être éliminée de toutes
les tubulures afin d’éviter le développement de bactéries.
Figure 3. Système de perfusion du coeur
Les solutions utilisées lors de la perfusion rétrograde du coeur sont placées
dans trois bouteilles (a). Ces solutions sont acheminées jusqu’ à la colonne de
perfusion (b) par la pompe péristaltique qui maintient le débit (c). La
perfusion et l’espace autour du coeur (d) sont maintenus à une température de
36 + 1°C par un bain circulant (e).
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2.2 Perfusion rétrograde du coeur
Les cardiomyocytes sont isolés par perfusion rétrograde du coeur
Les animaux sont euthanasiés, le matin, par décapitation rapide sans
anesthésie. Le coeur est rapidement excisé puis placé dans un bécher
contenant une solution de Tyrode additionnée de CaC12 0.75 mM
(cf. Tableau I, section 5. Solutions pour la composition). Le coeur est alors
pressé plusieurs fois contre la paroi du bécher pour faire sortir la majorité du
sang. Ensuite le coeur est transféré dans un second bécher contenant la même
solution.
Avant de placer le coeur sur la colonne de perfusion, il faut commencer la
première perfusion avec la solution de Tyrode contenant du CaCI2 0.75 mM.
Cela permet d’éviter que des bulles d’air s’introduisent dans le coeur. Le coeur
est attaché par une canulation aortique sur la colonne de perfusion avec une
pince. Il est ensuite noué à l’aiguille avec du fil de soie 4/0 (environ 0.22 mm
de diamètre) (f inc science Tools, Vancouver, BC,Canada), pour s’assurer que
le coeur reste bien fixé pendant toute l’expérience. La pince peut alors être
retirée et la bouteille située sous la colonne de perfusion est remontée pour
que le coeur soit dans un espace dont la température est de 36 ± 1°C. 11 faut
réguler le débit sortant du coeur à I goutte/s.
2.2.1. 1 étape de la perfusion rétrograde: l’élimination du sang
résiduel
La première étape, perfusion de la solution de Tyrode contenant du CaCI2
0.75 mM, sert à maintenir les contractions afin d’éliminer le sang résiduel
qui pourrait coaguler et de ce fait bloquer la perfusion. Lorsque la goutte
sortant du coeur est suffisamment claire, témoignant que le coeur s’est vidé de
son sang, la seconde perfusion peut commencer.
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2.2.2. 2e étape de la perfusion rétrograde: l’arrêt des contractions
Le coeur est perfusé, avec une solution de Tyrode sans CaC12 et additionnée
d’EGTA 0.1 mM, chélateur de l’ion Ca2, qui permet d’arrêter les
contractions. Cette solution est perfusée jusqu’à l’arrêt complet des
contractions. Dans notre cas, une perfusion de 5 min était suffisante.
2.2.3. 3C étape de la perfusion rétrograde: la dissociation tissulaire
La dissociation tissulaire, étape majeure du processus d’isolement cellulaire,
est effectuée par l’action d’enzymes protéolytiques.
2.2.3.1. Mode d’action des enzymes utilisées
Les préparations de collagénases utilisées pour la dissociation tissulaire ont
été extraites de la souche bactérienne Clostridium histoÏyticurn. Elles
contiennent en plus de la collagénase, des sulfhydrylprotéases, la clostripaïne,
des enzymes s’apparentant à la trypsine et des aminopeptidases. Les
différentes proportions d’activité d’enzymatique ont permis d’établir des
types de collagénase. Ainsi, a collagénase de type 2 (I.U.B 3.4.24.3) qui
présente une plus grande activité clostripaïne, est généralement utilisée pour
le coeur, les os, le cartilage, les muscles. Différents échantillons de
collagénases de type 2 ont été testés afin de trouver l’enzyne ayant une
activité adéquate. La combinaison des activités collagénolytique et
protéolytique est nécessaire pour détruire les matrices extracellulaires. En
effet, seule la collagénase clostridiale est capable de dégrader les triples
hélices des fibrifles de collagène au niveau de la liaison X-Gly dans la
séquence Pro-X-Gly-Pro- où X est un acide aminé neutre. Ces séquences se
retrouvent rarement dans les autres protéines. La présence de l’ion Ca2 est
nécessaire car il lui sert d’activateur 85
Cependant, la collagénase ne peut à elle seule dissocier les tissus en raison de
l’hydrolyse incomplète de tous les polypeptides de collagène et de son
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activité limitée contre les fortes concentrations des autres protéines retrouvées
dans la matrice extracellulaire. Après la fragmentation par la collagénase, le
collagène est plus vulnérable à l’action des autres protéases. La protéase de
type XIV (E.C.C. 3.4.24.3 1) extraite de la souche bactérienne Sfreptomyces
griseus que nous avons utilisée pour compléter l’action de la collagénase, est
un mélange de trois activités protéolytiques incluant une sérine protéase. Les
sérine protéases disposent d’un large champ de spécificité de substrats, ce qui
les rend efficaces pour hydrolyser les liens peptidiques des différentes
protéines de la matrice extracellulaire.
2.2.3.2. La dissociation du myocarde
Enfin, le coeur est perfusé avec une solution de Tyrode contenant 0.05 mM de
CaCl2 et les deux enzymes protéolytiques: la collagénase de type 2 (319
U/mg) et la protéase de type XIV (4.9 U/mg).
Le temps de perfusion débute quand la solution d’enzymes colorée, par la
présence de la collagénase, arrive au sommet de la colonne de perfusion. Au
cours de cette perfusion enzymatique, le coeur se dilate en raison de la
dissociation tissulaire. Il est de ce fait nécessaire de surveiller le débit qui
devrait alors ralentir, afin de maintenir celui-ci à I goutte/sec. Le coût des
enzymes étant relativement élevé, au lieu de préparer deux solutions
d’enzymes, il est possible de récupérer la solution d’enzymes dans la
bouteille située sous le coeur et de la faire circuler à nouveau dans le système.
La fin de la perfusion enzymatique se fait quand se produit la transition entre
un coeur rigide et souple. Il est, de ce fait, préférable de toucher le coeur à
différents temps pour apprécier sa rigidité. Dans notre cas cette transition
s’est produite, en général, après 7 à $ min de perfusion.
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2.2.3.3. L’isolement des cardiomyocytes du ventricule gauche
Il faut rapidement couper le coeur transversalement à peu près à mi-hauteur
pour être certain d’éviter les oreillettes. Le ventricule droit est facilement
identifié car lorsque l’on regarde le coeur de haut, il ressemble à un arc de
cercle séparé du ventricule gauche par une cavité. Le ventricule gauche
représente le reste du coeur. Le ventricule droit est ainsi excisé. Le ventricule
gauche est alors coupé en morceaux qui sont placés dans 5.0 mL de la
solution d’enzymes présentée ci-dessus et additionnée de BSA (Bovin Serum
Albumin) pour une concentration finale de 1.0 %. La 3SA inhibe
partiellement l’activité de la collagénase. La solution est oxygénée par un
apport d’air.
Après une agitation circulaire et manuelle de 5 min dans un bain à 36 ± 1°C,
les cellules sont filtrées à travers du nylon possédant des pores de 250 tm
(Cadisch, Royaume-Uni) et le reste du tissu replacé sous agitation dans les
mêmes conditions. Le filtrat contenant les myocytes est complété jusqu’à 10
mL par la solution de Tyrode contenant CaCI2 0.75 mM pour diluer la
solution d’enzyme et arrêter son action puis centrifugé à 750 tr.min1 (environ
100 g) pendant 2 min. Après avoir éliminé le surnageant, le culot qui contient
les cardiomyocytes est dissous dans 5 mL de la solution de CaCl2 0.75 mM
en aspirant et refoulant le liquide. Cette succession d’étapes est répétée
jusqu’à ce qu’il n’y ait plus de tissu. Les cellules se déposent puis sont
resuspendues deux fois dans la même solution. Ce processus s’appelle le
lavage car il permet d’éliminer l’enzyme restante qui pourrait endommager
les cellules. Les cellules sont ensuite placées dans des boîtes de Pétri à 4°C,
pour diminuer leur dégradation, jusqu’à leur utilisation.
Le pourcentage de survie cellulaire était d’environ 90 % chez les nullipares.
Chez les rates gestantes le pourcentage de survie est moins élevé. Les cellules
choisies pour l’étude présentaient des striations de sarcomères bien définies
et une membrane sans renflements apparents. Elles ne produisaient pas non
2$
plus de contractions spontanées. Les cellules ont été utilisées de 1h à $h après




Le microscope confocal à balayage laser (MCBL) utilisé de nos jours, dérive
du premier microscope confocal mis en point par Marvin Minsky en 1952 86
Pour examiner un tissu en utilisant un microscope conventionnel, il est
nécessaire d’effectuer de fines coupes de ce tissu : plus fine est la coupe, plus
précise sera l’image. Cependant, dans ce processus de préparation,
l’information sur la troisième dimension (la relation physique entre les coupes
voisines) est perdue. Le MCBL réalise des sections dites «optiques»,
c’est-à-dire des sections effectuées dans l’épaisseur d’un échantillon
biologique tel qu’un tissu ou des cellules, en faisant varier uniquement la
position du plan de mise au point.
Un MCBL est surtout utilisé en microscopie à fluorescence. Cependant, au
lieu d’illuminer l’échantillon entier, comme le font les autres microscopes, à
chaque instant, le système optique concentre la lumière en un seul point de
l’échantillon, à une profondeur spécifique, en faisant passer la lumière d’un
laser par un «pinhole» (trou d’épingle). Etant donné la petite taille du champ
d’illumination, le faisceau laser doit être balayé point par point sur l’objet pour
constituer une image, d’où la dénomination de microscope confocal à
balayage laser (Fig.4).
Le faisceau laser est en général positionné sur la préparation grâce à un
couple de miroirs vibrants (miroirs galvanométriques) animés d’un
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mouvement en X pour l’un et en Y pour l’autre. Dans une première phase, le
mouvement du miroir X crée un déplacement du laser sur une ligne. Lorsque
la ligne est terminée, ce miroir revient â sa position initiale et le miroir Y se
déplace alors pour qu’une deuxième ligne soit crée par le miroir X.
La fluorescence émise par Féchantillon éclairé est recueillie et passe par un
second <fpinhole» placé en face du détecteur. L’ouverture de ce second
«pinhole» est confocale avec celle du «pinhole» d’illumination, c’est-à-dire
précisément placée là où les rayons émis du point de l’échantillon éclairé
convergent 87,88 Cela signifie que seule la fluorescence du point situé dans le
plan de mise au point parvient au détecteur: la fluorescence des objets hors du
plan de mise au point est arrêtée en grande partie par le diaphragme du
détecteur Les signaux de ces points reçus par un détecteur puis convertis
en images par UI] convertisseur analogique-numérique. Les images de ces
points sont enregistrées par une caméra. Limage composite saffiche ensuite
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Figure 4. Principe du microscope confocale
(A). Un laser éclaire un «pinhole» dont l’image correspond à un seul point
l’échantillon. (B). La fluorescence émise à partir de ce point converge vers un
second «pinhole». (C). La lumière hors du plan de mise au point, défini par
tes «pinholes», ne contribue pas à l’image finale. Le balayage du laser permet
donc d’obtenir une image précise de ce plan focal.
Extrait de Alberts B et al ‘. © Alberts B et al, 2002.
3.2. Observer des cellules vivantes
Lors de l’observation des cellules en microscopie à fluorescence, la lumière
fluorescente vient de molécules situées hors du plan focal. Ainsi l’observateur
voit une superposition d’images fluorescentes de molécules à différentes
profondeurs dans la cellule, rendant difficile la détermination de
l’arrangement moléculaire tridimensionnel réel. Le MCBL évite ce problème
en permettant de visualiser les molécules fluorescentes dans le plan de mise
au point et créant une image plus précise 89• L’emploi de sondes fluorescentes
(libres ou conjuguées à un anticorps) permet de localiser des composants
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molécules (peptides, ions, lipides) 87.88 Les images acquises par le système
peuvent faire l’objet d’analyse et de quantification.
Le MCBL est donc un système de visualisation qui, en permettant la
localisation in-situ précise de multiples marqueurs moléculaires, s’avère
important pour l’étude de l’organisation fonctionnelle des cellules vivantes.
Certaines considérations sont à prendre en compte pour l’observation de
cellules vivantes : la sensibilité de la détection, la vitesse d’acquisition et la
viabilité de l’échantillon. De plus, en en ce qui concerne l’enregistrement
d’images tridimensionnelles des cellules, il faut savoir que la résolution du
balayage horizontal du MCBL est meilleure que celle du balayage vertical.
3.3. Microscope confocat à balayage laser Zeiss LSM 510
L’étude de la morphologie des cardiomyocytes et une partie de celle de leur
fonctionnement ont été effectuées à l’aide d’un microscope confocal à
balayage laser LSM 510 (CarI Zeiss Ltd, North York, ON, Canada).
Ce système est basé sur un microscope inversé Axiovert 100 M muni des
objectifs suivants : Plan Neofluar I Ox/0.30, Plan Neofluar 20x10.50,
LDA-Plan 32x/0.40 et d’un objectif à immersion dans l’huile Plan
Apochromat 63x11 .4.
Le système est équipé de deux lasers un Argon:ion de 5mW produisant trois
raies majeures de 458, 488 et 514 nm et un Hélium-Néon de I mW
produisant une raie majeure 543 nm. Les filtres BP 505-550 et LP585
permettent d’utiliser un nombre relativement grand de sondes fluorescentes.
Cependant, la configuration des lasers ne permet pas l’utilisation de sondes
ratiométriques. Les signaux lumineux sont convertis en images numériques
par quatre convertisseurs analogique-numérique de 12 bits.
32
Le détecteur est constitué d’un photomultiplicateur très sensible. Ce
photomultiplicateur alterne régulièrement les périodes d’observation et de
repos. Cette observation à intervalles réguliers, associée au déplacement du
faisceau, aboutit à un découpage de l’objet en plusieurs centaines de milliers
de points. Les photons de fluorescence reçus par le photomultiplicateur sont
amplifiés puis transformés en un signal électrique dont la valeur en volts est
directement proportionnelle au nombre de photons reçus et qui permet la
numérisation de la fluorescence. Chaque champ élémentaire de l’objet
correspond ainsi à un pixel de l’image numérisée.
Cet instrument est entièrement motorisé, ce qui permet un changement rapide
entre différentes méthodes ainsi que des opérations automatiques. Le système
est contrôlé par un ordinateur PC Pentium. Le logiciel LSM 510 fourni par la
compagnie, possède deux niveaux : l’un relativement simple mode «routine»,
pour permettre à l’utilisateur débutant d’exécuter des tâches ordinaires et un
niveau plus avancé, «mode expert», qui donne accès à l’utilisateur aux
complexités du système. Nous avons utilisé le «mode expert» pour établir les
protocoles avec l’aide d’un de nos collaborateurs, le Dr. Dusan Chorvat,
spécialiste en imagerie.
Le logiciel LSM 510 permet un éventail assez large de fonctions entre autres:
enregistrer des images en 2D de cellules, mesures en 3D pour la
détermination de volumes, filmer les cellules. Ces images sont enregistrées




figure 5. Microscope confocal à balayage laser LSM 510
A. Le microscope confocal Axiovert 100 M est surmonté du système de
génération de balayage LSM 510. Uensemble du système est contrôlé par un
ordinateur qui gère de multiples paramètres (vitesse de saisie, format d’image,
mise au point...). B. Sources des lasers. Le système est équipé de deux lasers
un Argon:ion d’une puissance de 5mW produisant trois raies majeures de
458, 48$ et 514 nm et un Hélium-Néon d’une puissance de 1 mW produisant
une raie majeure 543 nm. Ce microscope est présent dans le Laboratoire





La sonde Na Green (2.exjem = 507/532 nm) est excitable par la lumière visible
et permet la détermination fluorimétrique du Na. Nous avons utilisé la forme
tétra-acétate de cette sonde qui peut diffuser à travers la membrane plasmique
et de ce fait permet la détermination du Na intracellulaire.
La sonde Na Green consiste en un analogue de la fluorescéine lié aux atomes
d’azote d’un éther en forme de couronne. La taille de la cavité de cet éther
confère la sélectivité pour les ions Na. Suite à sa liaison au Na, la sonde
présente une augmentation de l’intensité de sa fluorescence émise. Na Green
possède une plus grande sélectivité pour le Na que pour le K. Sa longueur
d’onde d’absorption est longue ce qui diminue les photodommages cellulaires
éventuels car l’énergie de la lumière d’excitation est plus faible que celle de
la lumière ultra-violette requise pour l’excitation des sondes marquant les
ions Na utilisées auparavant. Dans la cellule, les estérases hydrolysent
l’acétate pour le convertir une forme acide. Les groupements chargés de sa
forme acide diminuent la fuite passive hors de la cellule 90
Une solution de 2.0 mM de NaGreen est préparée par dissolution dans le
DMSO (Sigma, Oakville, ON, Canada) puis répartie en échantillons de
4.0 1iL. L’échantillon est ensuite dissous dans 2.0 mL de la suspension de
cellules pour une concentration finale de 4.0 1iM.




La mérocyanine 540 Qexiern = 548/5 75 nm) présente une réponse cinétique
biphasique aux changements de polarisation membranaire. Elle se lie à la
surface des membranes polarisées dans une orientation perpendiculaire, se
réorientant quand la membrane se dépolarise pour former des dimères avec
un spectre d’absorption altéré 91.92• La réorientation rapide, de l’ordre des
microsecondes, est suivie par une réponse plus lente causée par
l’augmentation de l’incorporation de la sonde 80,81
La mérocyanine est sensible aux changements de l’organisation des lipides
membranaires induits par la chaleur Une solution de 1 .0 mM de
mérocyanine est préparée avec de l’eau déionisée. Un échantillon de 2.0 tL
est ensuite dissous dans 2.0 mL de la suspension de cellules pour une
concentration finale de 1.0 tM. Les cellules sont incubées pendant 15 min à
température ambiante.
Les sondes proviennent de la compagnie Molecular Probes distribuée par
Invitrogen inc. Canada.
3.5. Mesures morphologiques
Pour les mesures morphologiques, il n’a pas été nécessaire de fixer les cellules
car elles adhèrent à la lame microscopique lorsque celle-ci est nettoyée avec
du méthanol.
3.5.1 Mesure du volume des cardiomyocytes
Des images confocales de cellules incubées avec le Na Green ont été
enregistrées à température ambiante. Ces images ont été obtenues à partir
d’un balayage horizontal avec un pas de 0.29 x 0.29 tm et d’un balayage
vertical avec un pas de 2.0 jim. L’ouverture du «pinhole» était de 547 tm. Le
nombre de sections optiques dans la série z variait selon la cellule mais en
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conservant le pas optimal défini par le système d’acquisition soit un pas de
2.0 tm.
Ces images non traitées ont été analysées avec le logiciel LSM 5 Image
Browser. L’option d’affichage orthogonal du logiciel LSM 5 Image Browser
rend accessible les trois dimensions de la cellule. D’une part, cette option
permet d’observer la cellule selon trois modes x-y, x-z et y-z. D’autre part,
cette option d’affichage permet aussi de visualiser les différents plans obtenus
par le balayage horizontal et vertical (cf. Fig .8 dans la section Résultats),
selon trois degrés de mobilité x, y et z. Ainsi, les mesures de la longueur, la
largeur et l’épaisseur de la cellule sont possibles. Ces mesures ont été
quantifiées en utilisant l’outil «3D distance display mode» qui affiche la
mesure et l’option «3D distance start point» qui permet de déterminer le point
de départ de la mesure.
La longueur et la largeur ont été mesurées avec le mode visualisation x-y en
en choisissant, parmi tous les plans enregistrés, le plan permettant d’obtenir
leur valeur maximale. En général, il s’agissait du plan correspondant au
milieu de la cellule. L’épaisseur a été mesurée avec le mode de visualisation
y-z qui est plus précis que le mode x-z.
Ces mesures ont permis d’estimer le volume en appliquant la formule du
volume d’un cylindre elliptique telle que décrite dans nos travaux
précédents
Volume (pL) = [longueur (jim) x largeur (jim) x épaisseur (tm) x ic / 4] (1)
x I 0 (pL/im3)
La mérocyanine n’a pas été utilisée pour déterminer le volume car elle
générait un certain degré de cytotoxicité. En effet, les cellules mourraient ou
étaient fortement endommagées suite à des hypercontractions au cours de
l’acquisition. Ceci est certainement dû à son groupement cyanure qui
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interfère avec le métabolisme mitochondrial en inhibant le complexe IV de la
chaîne de transfert d’électrons mitochondriale. Dans des cellules marquées
avec la sonde Na Green et la mérocyanine, la superposition de leurs signaux
attesta que la sonde Na Green se distribuait dans toute la cellule. La sonde Na
Green était plus adéquate à la mesure du volume car avec les mêmes
paramètres d’acquisition que ceux employés pour la mérocyanine, il n’y avait
pas de perte de signal ni de cytotoxicité.
3.7. Détermination du nombre et de la longueur des sarcomères
Des images des cellules dans le mode transmission ont été enregistrées avec
une précision de 1024 x 1024 c’est-à-dire que l’image est décomposée en
1024 lignes et 1024 colonnes que le laser va parcourir. Ces images ont une
résolution élevée car le degré de précision devait être plus important pour
visualiser les sarcomères et en déterminer le nombre et la longueur. Ces
images n’ont pas été traitées et représentent un seul plan et non pas une
moyenne de plans.
Des segments correspondant à la longueur de cinq sarcomères ont été choisis
en utilisant l’outil graphique «overlay» du logiciel LSM 5 Image Browser
(Fig.6). La longueur de ces segments a été mesurée à l’aide de l’option de
mesure de cet outil graphique. Pour chaque cellule, les sarcomères ont été
mesurés dans trois régions. La longueur des sarcomêres a été déterminée à
partir de la moyenne des trois segments.
La longueur moyenne d’un sarcomère (Lsarcomêres) de la cellule a été
déterminée par l’équation suivante
Lsarcomères (tm) longueur moyenne de N segments de n sarcomères / (2)
n sarcomères de ce segment
N représente le nombre de segments de sarcomères choisi et n le nombre de
sarcomères de ce segment.
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Ex: Si trois segments de cinq sarcomères correspondent à une longueur
respective de 8.9, 8.9 et 8.8 iim (Fig.6), alors la longueur moyenne d’un
sarcomère est:
Lsarcomeres (jim) = longueur moyenne de N segments de n sarcomères /
n sarcomères de ce segment
Lsarcomêres
= [ longueurs des 3 segments de 5 sarcomères / 3]! 5 sarcomères
Lsarcomêres = [(8.9 + 8.9 + 8.8) / 3]! 5 =1.8 jim
Après avoir calculé la longueur moyenne d’un sarcomère de la cellule, le
nombre de sarcomères correspondant à la longueur cellulaire (Nsarcomères)
peut alors être déterminé par l’équation ci-dessous
Nsarcomères = longueur cellulaire / Lsarcomêres (3)
Ex: Si la longueur moyenne d’un sarcomère est de 1.9 tm dans une cellule
longue de 107.9 tm alors, le nombre de sarcomères correspondant à la
longueur cellulaire est
Nsarcomères = longueur cellulaire / Lsarcomères
Nsarcomères = 107.9 iim / 1.9 im
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Figure 6. Détermination du nombre et de la longueur des sarcomères
A. Cardiomyocyte de rate nullipare. L’image a été enregistrée en transmission
avec une ouverture de «pinhole» dc 679 jim et un balayage horizontal 0.14 x
0.14 ttm. La précision de l’image est de 1024 x 1024. B. Agrandissement de
la partie encadrée en A. Les trois segments représentent cinq sarcomères. Les
trois segments sont normalement choisis dans trois régions différentes de la
cellule. Cependant, pour faciliter la représentation les segments ont été
choisis dans la même région de la cellule.
Nous avions auparavant vérifié que nos mesures correspondaient
effectivement à celles des sarcomères, en superposant les images en
transmission et en fluorescence de cellules incubées avec la sonde
fluorescente mérocyanine 540 (cf.fig.8 section Résultats). La mérocyanine
n’a pas été utilisée pour les raisons mentionnées auparavant. Notre méthode
de mesure des sarcomères à partir dimages en transmission a ainsi été
validée.
3.6. Mesure du sodium intracellulaire





La calibration de la sonde a été tentée afin de déterminer la concentration du
sodium intracellulaire. Ces résultats ne sont pas présentés. L’amphotéricine B
a été utilisée pour perforer la membrane afin d’équilibrer le sodium.
L’amphotéricine B est un ionophore qui forme des pores permettant le
passage de cations monovalents. La fluorescence maximale, Fmax a été
déterminée après saturation de la sonde avec une solution de 50 mM Na et
Fmin, la fluorescence minimale, a été déterminée en absence de sodium,
remplacé par 50 mM de chlorure de choline. La concentration du sodium
intracellulaire, [Naj1, a été calculée dans des myocytes, qui ne se
contractaient pas, à température ambiante en utilisant l’équation suivante:
[Na] = KD * (f Fmin)/ (Fmax - f) (4)
où f est la fluorescence de la cellule et KD la constante de dissociation de la
sonde qui est une mesure de l’affinité de la sonde pour le sodium. La KD est
estimée à 21 mM à 22°C en présence de Na et K 90
La [Na] a été estimée à 4.2 + 0.8 mM (n =24).
Cependant, la saturation de la sonde, chez les nullipares, était plus faible que
chez les gestantes. La comparaison entre les deux groupes d’animaux ne fut
par conséquent pas possible. De plus, la sonde n’est pas ratiométrique et la
configuration des lasers ne permet pas l’utilisation de sondes ratiométriques.
De ce fait, il est plus juste de parler dans notre cas de changements du signal
de la sonde fluorescente Na Green plutôt que de parler de changements de la
[Naj. Ainsi, l’intensité des signaux fluorescents de Na Green présent dans
chaque cellule été quantifiée à partir de leur profit dintensité à l’aide du
logiciel LSM 510, selon une méthode décrite dans nos travaux précédents 96
Le changement de fluorescence du Na Green été estimé de ta façon suivante:
A fNa Green = (f Na Green — farriere-pian) / farrière-pian (5)
OÙ FNa Green est ta fluorescence du Na Green dans la cellule et Farrièrepian la
fluorescence de t’arrière-plan.
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L’autofluorescence, qui est la fluorescence intrinsèque des cellules, a été
mesurée dans des cellules sans marquage pour s’assurer qu’une augmentation
du signal de la sonde ne provenait pas d’une augmentation de
‘autofluorescence.
3.7. Mesure des contractions
Les cellules marquées au NaGreen ont été placées dans un bain dun volume
de 500 jiL équipé d’électrodes de stimulation en platine. Les contractions
sont mesurées par la technique du «line-scan» en microscopie confocale.
Cette technique consiste à choisir une ligne, dans le sens longitudinal de la
cellule. Seule la ligne sélectionnée est balayée horizontalement par le laser
(0.53 x 0.53 jim). Ainsi, cette technique permet de visualiser les changements
géométriques survenant en chaque point de la ligne sélectionnée. Le nombre
d’acquisitions totales était de 2500 et il n’y a avait pas de délai entre elles.
L’image représente un seul plan et non pas une moyenne de plans.
Les contractions sont induites par stimulation de champ. Les cellules sont
placées dans un bain de 500 jiL muni d’électrodes de platine qui transmettent
des impulsions de 900 mV émises par un générateur de voltage constant
DS2A-MkII (Harvard Apparatus Saint-Laurent, QC, Canada) pendant 10 ms.
Ce générateur d’impulsions est relié à un générateur de fréquence DG2
(Digitimer Ltd distribuée par Harvard Apparatus Saint-Laurent, QC, Canada)
qui permet d’induire des contractions aux fréquences de 0.5 Hz et de 6.0 Hz.
La fréquence 0.5 Hz a été utilisée car elle permet un retour à l’état de repos
tandis que la fréquence de 6.0 Hz est la fréquence cardiaque chez les rates 25
Les cellules sont sous perfusion du milieu extracellulaire à 35 + 1°C, à un
débit de 1 .0 mL/min. Le débit et la température sont maintenus par un
système chauffant de perfusion rapide 5f-28 relié à un système de contrôle de
température TC-3243 dont la sonde P/N TA 29 est fixée dans le bain, ce qui
permet d’observer les variations éventuelles de température et par conséquent
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de réajuster la température. Des tubulures de polyéthylène (avec des
diamètres interne et externe de 1 .4 et de 1.9 mm respectivement) ont été
utilisées pour acheminer les solutions au bain (Wamer Instruments, distribuée
par Harvard Apparatus Saint-Laurent, QC, Canada). Le surplus de volume est
aspiré par une pompe péristaltique MPII (Warner Instruments, distribuée par
Harvard Apparatus Saint-Laurent, QC, Canada), dont l’extrémité de la
tubulure est aussi fixée sur le bain. Les contractions sont induites 2 à 3
minutes avant de commencer la visualisation des cellules pour favoriser le
retour à l’état stable de la cellule.
La contractilité, définie comme le pourcentage de changement de la longueur
cellulaire (% A Lceiiuiaire), a été déterminée par l’équation suivante:
% A LceHulaire = (Rmax — Lceij) / (LceH) (6)
où Lii représente la longueur cellulaire, % A Lceiiuiaire le pourcentage de
changement de la longueur cellulaire et Rmax correspond au raccourcissement
maximal de la longueur lors de la contraction.
4. Patch-clamp
Neher et Sakmann ont mis au point la technique du «patch-clamp» en 1981
Cette technique permet d’étudier les courants circulant à travers des canaux
individuels d’un petit morceau de membrane appelé «patch». Le terme
«clamp» est utilisé car le potentiel membranaire est maintenu à une valeur
déterminée pendant l’enregistrement des courants ioniques.
Une pipette de verre, ayant une extrémité d’environ I tm, est placée au
contact de la membrane. L’application d’une légère succion dans la pipette
permet d’obtenir un scellement serré, de telle sorte que la résistance
électrique de part et d’autre du morceau de membrane est l’ordre du gigaohm,
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ce qui permet d’isoler électriquement ce morceau de membrane du reste de la
membrane cellulaire. Ainsi, seuls les courants traversant les canaux présents
dans le «patch» passeront à travers la pipette. Ces courants ioniques peuvent
alors être mesurés à l’aide d’un amplificateur connecté à la pipette, puis
étudiés. Etant donné que les courants sont enregistrés quand le morceau de
membrane est attaché au reste de la membrane cellulaire, on parle alors d’une
configuration «cellule attachée» (ou «cell attached»). Il est évident que
suivant la dimension du «patch », le morceau de membrane peut renfermer
un ou plusieurs canaux ioniques de nature identique ou différente
Il existe différentes configurations du patch-clamp (Fig.7). Si la membrane
sous la pipette est rompue par l’application d’une succion brève et forte, une
connexion électrique est établie entre la pipette et le cytoplasme de la cellule.
Cette configuration permet d’enregistrer les courants de toute la cellule et de
ce fait est dite «cellule entière» (ou encore «whole cell») 58,98.99 La
configuration « cellule entière» rend possibles les échanges entre la pipette et
le milieu intracellulaire, fournissant une méthode pratique pour injecter des
substances dans la cellule
Il est aussi possible d’exciser les fragments de membrane sans rompre le
scellement dans deux configurations distinctes. En tirant sur la pipette qui est
dans la configuration «cellule attachée », une petite vésicule membranaire
reste attachée à la pipette. L’exposition de la pointe de la pipette à l’air
entraîne l’ouverture de la vésicule qui reforme ensuite un morceau de
membrane dont le côté intracellulaire se retrouve au contact du milieu. Cette
configuration est dite « inside-out» (ce qui signifie «l’intérieur à
l’extérieur») 98,99
De la même façon, tirer sur une pipette, dans la configuration «cellule
entière», entraîne la formation d’un morceau de membrane dont le côté
extracellulaire est exposé au milieu. Cette configuration est dite «outside
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out» (qui signifie «l’extérieur à l’extérieur») 97,b00• L’avantage de ces
méthodes de «patch» excisé est de pouvoir modifier la composition du milieu
auquel la surface membranaire est exposée. Il devient alors possible de tester
les effets de différentes molécules intracellulaires, dans la configuration




Figure 7. Les quatre configurations de la technique du patch-clamp
Extrait de Purves, D et al. Neurosciences.© Sinauer Associates, Inc. 2001.
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Toutes nos expériences ont été réalisées en patch perforé dans la
configuration «cellule entière», la pipette était remplie d’une solution
intracellulaire contenant l’amphotéricine B qui favorise Faccès électrique de
la pipette au milieu intracellulaire °° L’amphotéricine B est un antibiotique
qui se lie aux lipides membranaires pour former des pores permettant le
passage de cations monovalents 101 Cette spécificité des pores possède
l’avantage de conserver les molécules régulatrices dans le milieu
intracellulaire. En configuration cellule entière, étant donné que la portion de
la membrane sous la pipette est rompue, les courants calciques diminuent très
souvent des enregistrements car le milieu intracellulaire et la solution de la
pipette se mélangent 102 Avec l’amphotéricine B, ce problème est éliminé et
de longs enregistrements de courants calciques sont possibles, ce qui était
particulièrement intéressant dans notre cas pour mesurer les courants ‘CaL.
Les cardiomyocytes ont été incubés pendant 15 min à la température
ambiante avec du BAPTA-AM (10 jiM) (Sigma, Oakville, ON, Canada), un
chélateur des ions Ca2 qui minimise les variations du calcium intracellulaire.
Les pipettes ont été fabriquées à partir de filaments de verre de borosilicate
(GCI5OTf-1 5, Harvard Apparatus, Saint-Laurent, QC, Canada) afin
d’obtenir une résistance initiale de 1 M2, lorsque remplies de la solution
intracellulaire. Ces pipettes possèdent une ouverture relativement grande de 2
jim environ car l’accès électrique est de moins bonne qualité en patch perforé.
Malgré cela, cet accès électrique chez les cellules de rates gestantes était plus
difficile à obtenir.
Les cellules étaient placées dans un bain d’un volume de 500 tL. Les
solutions extracellulaires (cf. section 5. Solutions. Tableau II) sont perfusées
par gravité à un débit de 1.0 mL. min1 et chauffées à 35 ± 1°C, par un
système chauffant de perfusion rapide, le SHM-6, dont l’extrémité possède un
volume mort est 30 tL (Wamer Instruments, distribuée par Harvard
Apparatus Saint-Laurent, QC, Canada). Des tubulures de polyéthylène (avec
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un diamètre interne et externe de L57 et 1.14 mm respectivement) ont été
utilisées pour acheminer les solutions (Warner Instruments, distribuée par
Harvard Apparatus Saint-Laurent, QC, Canada). Les autres éléments du
système de perfusion et la pompe péristaltique sont identiques à ceux décrits
dans la section 3.5 Mesure des contractions.
Les potentiels d’action ont été enregistrés dans le mode dit courant imposé et
les courants ioniques membranaires dans le mode dit voltage imposé, avec
l’amplificateur Axopatch 2003 et le convertisseur analogique-numérique
Digidata 1322 A (Axon instruments, Foster City, CA, USA). Lors des
enregistrements des courants ioniques, le potentiel membranaire a été
maintenu à -40 mV pour empêcher l’activation des canaux sodiques et que
ceux-ci ne puissent interférer dans les enregistrements. La densité des
courants ioniques enregistrés a été rapportée à la valeur la capacité
membranaire de chaque cellule (exprimée en pf). Ainsi, la différence de taille
entre les cellules n’affecte pas la valeur de la densité des courants enregistrés.
Les courants ioniques sont par conséquent exprimés en pA/pf.
Les cellules dont les courants de fuite étaient de 250 pA ou plus ont été
exclues. Le logiciel Clampex 9.0 a été utilisé pour établir les protocoles de
stimulation ainsi que pour l’acquisition des données (Axon instruments,
foster City, CA, USA). Tous les enregistrements ont été effectués avec une
fréquence de filtrage des signaux de 2 KHz à l’exception de ceux de la
capacité membranaire dont la fréquence était de 10 KHz.
L’analyse de tous les enregistrements a été effectuée avec le logiciel Clampfit
9.0 (Axon instruments, foster City, CA, USA).
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5. Solutions
5.1 Solutions pour l’isolement des cardiomyocytes du ventricule
gauche
Les solutions sont préparées avec de Veau déionisée, la veille de l’expérience
(Tableau I). Cependant, l’ajout des enzymes dans la solution se fait le jour de
l’expérience. Les volumes finaux des solutions sont indiqués entre
parenthèses. Les volumes des solutions de CaCl2 et EGTA sont suffisants
pour deux expériences et celui de la solution d’enzymes pour une expérience.
Les solutions sont conservées à 4°C.
Tableau I. Composition des solutions pour l’isolement des
cardiomyocytes du ventricule gauche
Isolement des cardïomyocytes
Tyrode Tyrode+ Tyrode+ Tyrode+
CaCI2 EGTA enzymes
_______________
(1000 mL) (400 mL) (250 mL) (50 mL)
NaCla 130.0 130.0 130.0 130.0
KCIa 54 54 54 54
NaH2PO4 0.4 0.4 0.4 0.4
MgCI2.6H2Oa 1.4 1.4 1.4 1.4
Taurinea 20.0 20.0 20.0 20.0
Créatine a 10.0 10.0 10.0 10.0
Glucose a 10.0 10.0 10.0 10.0
CaCl2a















HEpESa 10.0 10.0 10.0 10.0
pH 7.30 (NaOH 1 .OM) a
Les concentrations sont exprimées en mM sauf exception.
Sigma, Oakville, ON, Canada; b Worthington, Lakewood, Ni, USA.
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5.2 Milieu extracellulaire
Les solutions sont préparées avec de l’eau déionisée et sont conservées à 4°C
(Tableau II). La solution extracellulaire standard a été utilisée pour l’étude
morphologique et celle de la contractilité des cardiomyocytes ainsi que pour
les enregistrements de patch perforé en conditions témoins. Le milieu faible
en KCI a été utilisé pour enregistrer le courant de la Na/K-ATPase. Ces
solutions extracellulaires peuvent être conservées à 4°C pour une durée
maximale de deux semaines.
La solution standard a été additionnée de BaC12 (1.0 mM) pour inhiber les
courants potassiques ‘KI et de CdCl2 (0.3mM) pour l’inhibition des courants
calciques de type L lors des enregistrements en patch perforé. La
strophantidine (0.05 mM) a été ajoutée à la solution standard pour inhiber la
pompe Na7K-ATPase. L’ajout de ces trois composés s’effectue le jour
même de l’expérience.
Tableau II. Composition de la solution extracellulaire
Milieu extracellulaire








Les concentrations sont exprimées en mM. Les produits proviennent de la
compagnie Sigma (Oakville, ON, Canada).
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5.3 Remplissage de la pipette de patch perforé
La solution de remplissage exempte damphotéricine est préparée avec de
l’eau déionisée pour un volume de 50 mL (Tableau III). Ce volume est réparti
en échantillons de 1.0 mL qui sont ensuite congelés à -20°C.
Il est préférable que la préparation de la solution d’amphotéricine s’effectue
sous un éclairage minimum car l’amphotéricine est sensible à la lumière. Une
solution de 500 mM d’amphotéricine est préparée en dissolvant 2.5 tg
d’amphotéricine dans 30 jiL de DMSO. L’amphotéricine est cependant
difficile à dissoudre et forme des agrégats. Ainsi, la dissolution complète est
achevée par deux ou trois passages de 3 min dans un sonicateur. La solution
est répartie en échantillons de 3.0 jiL qui sont recouverts de papier
d’aluminium avant d’être congelés à -20°C. Chaque échantillon sera dissous
d4ns 1 .0 mL de la solution sans amphotéricine pour une concentration finale
d’amphotéricine de 250 tM.
Tableau III. Composition de la solution pour le remplissage de la pipette
de patch perforé









Les concentrations sont exprimées en mM. Tous les produits proviennent de
la compagnie Sigma (Oakville, ON, Canada).
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6. Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel OriginLabTM
(OriginLab Corporation Northampton, MA USA). Les données sont
exprimées en moyenne + SEM. Elles ont été comparées en utilisant le test t




III. RESUL TA TS
1. Morphologie des cardiomyocytes
Le volume des cardiomyocytes a été déterminé à partir d’images
tridimensionnelles en microscopie confocale, les cellules ayant été
préalablement incubées avec la sonde fluorescente Na Green (Fig 8.A).
Le volume des cardiomyocytes augmente lors de la gestation de
3 8.80 ± 2.4 pL (n = 27) à 46.3 + 2.7 pL (n 26 ; p<O.OS), (Tableau 1V).
D’après l’équation (1) (cf. 3.5.1 Mesure du volume des cardiomyocytes dans
la section Matériel et Méthodes), le volume est le produit de trois paramètres
morphologiques, la longueur, la largeur et l’épaisseur, qui peuvent par
conséquent contribuer à cette expansion volumique. Dans notre cas,
l’accroissement volumique résulte essentiellement d’un allongement
cellulaire: la longueur moyenne d’un cardiomyocyte chez les rates nullipares
étant de 120.9 ± 2.5 tm (n = 27) et de 128.1 + 2.8 tm (n = 28 ; p<O.O5), chez
les rates gestantes (Tableau 1V).
Le sarcomère est l’unité contractile des cardiomyocytes et est constitué de
filaments d’actine et de myosine. Leur nombre et longueur ont été déterminés
à partir d’images en transmission (f ig 8.B).
Le nombre de sarcomères augmente mais cette augmentation n’est pas
significative: 64.0 + 1.0 (n = 37) chez les nullipares et 67.0 + 2.0 (n = 29)
chez les gestantes (Tableau 1V).
La longueur des sarcomères est par contre identique entre les deux groupes:
1.9 tm chez les nullipares (n = 37) et les gestantes (n = 29; p<O.OS.)
(Tableau IV).
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La capacité membranaire est un indicateur de la surface membranaire totale,
la majorité des membranes ont une capacité de 1 if/cm2. La capacité
membranaire peut être déterminée à partir du courant capacitif des cellules.
Ainsi, le courant capacitif de chaque cellule été enregistré en patch perforé à
35°C, en réponse à une impulsion hyperpolarisante de 10 mV, les cellules
étant maintenues à un potentiel de -4OmV. La capacité membranaire a été
calculée à partir de l’intégrale du courant capacitif enregistré et en divisant
par 10 mV, voltage imposé à la cellule (Fig 8.C).
Bien que la valeur de la capacité soit augmentée, la différence n’est pas
significative entre les rates nullipares et les gestantes: 134.7 ± 8.8 pF (n = 35)
chez les rates nullipares vs 144.0 ± 8.6 pF (n = 17 ; p<O.05) chez les rates
gestantes (Tableau IV).
Le rapport volume/capacité a été déterminé afin d’estimer la part de la surface
membranaire que représentent les invaginations du sarcolemme appelées
tubules transverses («t-tubules») et identifier une diminution ou une
augmentation du périmètre membranaire. Ce facteur est similaire entre les
deux groupes : 0.29 pL / pF chez les nullipares et 0.32 pL / pF chez les
gestantes (Tableau IV). La surface membranaire attribuée aux «t-tubules»
doit par conséquent être dans les mêmes proportions pour les cellules des












figure 8.Morphologie des cardiomyocytes
A. Représentation tridimensionnelle d’un cardiomyocyte de rate nullipare
incubé avec la sonde fluorescente Na Green (4.OiM). Une série de plans
confocaux de la cellule a été enregistrée à la température de la pièce suite à
un balayage tridimensionnel du laser (0.29 x 0.29 x 2.0 j.tm) et avec une
ouverture de «pinhole» de 547 tm. B. Cardiomyocyte de rate nullipare (a)
sans marquage, (b) avec la mérocyanine 540 (1.0 jiM) et (c) en superposition.
Cette image, enregistrée en transmission à la température ambiante,
représente un seul plan obtenu à partir d’un balayage bidimensionnel du laser
(0.14 x 0.14 jim), avec une ouverture de «pinhole» de 679 .im. L’encadré
représente un agrandissement d’une partie de la cellule et de ses sarcomères.
C. Le courant capacitif a été enregistré en patch perforé à 35°C, en réponse à
une stimulation hyperpolarisante de 10 mV. Les cellules étaient maintenues à
un potentiel de -4OmV. La capacité membranaire a été déterminée en
calculant l’intégrale du courant enregistré et en divisant sa valeur par 10 mV,
voltage qui a été appliqué.
A








Tableau IV. Effet de la gestation sur la morphologie des cardîomyocytes
Nullipares Gestantes
120.9±2.5 128.1 ±2.8*Longueur cellulaire (pm) (n = 27) (n = 26)
28.7 ± 1.4 29.4 ± 1.5Largeur cellulaire Qim) (n = 27) (n = 26)
14.5±0.6 15.9±0.6Epaisseur cellulaire (pm) (n = 27) (n = 26)
38.8 ± 2.4 46.3 ± 2.7 *Volume (pL) (n = 27) (n = 26)
1.9±0.0 1.9±0.0Longueur des sarcomères (j.im) (n = 37) (n = 29)
64.0 ± 1.0 67.0 ± 2.0Nombre de sarcomères (n = 37) (n = 29)
134.7 ± 8.8 144.0 ± 8.6Capacité membranaire (pF) (n = 35) (n =17)
Ratio volume/capacité 0.29 0.32(pLIpF)
Tous les paramètres morphologiques mis à part la capacité ont été déterminés
à partir d’images en microscopie confocale (cf. Fig.8A et B). La capacité
membranaire a été mesurée en patch perforé à 35°C (Fig.$C). Le nombre
entre parenthèses représente le nombre de cellules. *p<O.05.
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2. Contractilité des cardiomyocytes
Les contractions sont induites par stimulation de champ sont mesurées par la
technique du «une-scan» en microscopie confocale (fig.9.A.a). Les cellules
sont stimulées en réponse à des impulsions de 900 mV d’une durée de 10 ms.
aux fréquences de 0.5 et de 6.0 Hz à 35°C (Fig.9.A.b).
La contractilité des cardiomyocytes a significativement diminué chez les rates
gestantes tant à 0.5 qu’à 6.0 Hz (Fig.9.B). En effet, à la fréquence de 0.5 Hz,
le pourcentage de changement de la longueur cellulaire est de 8.3 ± 0.4 %
(n = 95) chez les nullipares et de 6.9 ± 0.5 % chez les gestantes
(n = 50 ; p < 0.05). A la fréquence de 6.0 Hz, ce pourcentage est de 9.9 ± 0.9
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Figure 9.Effet de la gestation sur la contractilité des cardiomyocytes
A. Les contractions sont mesurées par la technique du <dine-scan» en
microscopie confocate. La ligne a été balayée horizontalement par te laser
(0.53 x 0.53 jim) avec une ouverture de «pinhole» 679 im. Les 2500
acquisitions ont été effectuées en continu (a). Les contractions sont induites
aux fréquences de 0.5 et 6.0 Hz, par stimulation de champ à l’aide d’un
générateur de fréquences. Le milieu extracellulaire est perfusé à la
température de 35°C (b). B. La contractilité est déterminée par cette
équation % A Lcejiuiaire = (Riax
— Lceiiuiaire) / (Lceuiaire), OÙ Lceijuiaire
représente la longueur cellulaire, % A Lceiiuiaire le pourcentage de changement
de la longueur cellulaire et R-max correspond au raccourcissement maximal de
la longueur lors de la contraction. Le nombre entre parenthèses correspond au
nombre de cellules.*p < 0.05.
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3. Homéostasie du sodium
3.1 Na intracellulaire
La sonde fluorescente Na Green est un marqueur du Na intracellulaire
(Fig.1O.A). Cependant, étant donné que la calibration appropriée de cette
sonde n’a pas pu être effectuée, la concentration de Na intracellulaire, [Naj,
n’a pas pu être déterminée. Ainsi, l’intensité des signaux fluorescents de Na
Green présent dans chaque cellule été quantifiée. De ce fait, il est plus juste de
parler dans notre cas de changements du signal de la sonde fluorescente Na
Green plutôt que de parler de changements de la [Naj. Le signal de la sonde
Na Green augmente dans les cardiomyocytes de rates gestantes (Fig.1O.B).
L’autofluorescence des cellules tant dans les cellules de nullipares que de















figure 1O.fffet de gestation sur l’homéostasie du sodium
A. Cardiomyocyte de rate nullipare incubé avec la sonde fluorescente Na
Green (4.OjiM) qui marque le Na” intracellulaire. L’image représente un plan
résultant d’un balayage horizontal de 0.29 x 0.29 im, l’ouverture de
«pitihole» étant de 679 im. B. L’autofluorescence a été mesurée dans des
cellules sans marquage. La fluorescence relative du Na Green a été estimée
de la façon suivante
A fNa Green (f Na Green - Farriêrepian) / Fan-ièrepian, où f est la fluorescence du Na
Green de la cellule et Farriêre-pian la fluorescence de l’arrière-plan. La
fluorescence a été quantifiée à l’aide du logiciel LSM 510. Le nombre entre







3.2 La pompe Na/K-ATPase: son courant
‘Na,K et son inhibition
Le courant de la pompe Na7KtATPase,
‘Na,K’ a été enregistré en patch
perforé (f ig.11.A.a). Avant l’enregistrement, pendant au moins 5 mm, les
cellules sont placées dans un milieu extracellulaire faible en potassium
contenant 0.5 mM de KC1 pour inhiber la pompe Na/K-ATPase qui est
activée par le [Kj0. Ce milieu est additionné de BaC12 (1.0 mM) pour
inhiber les courants potassiques ‘Ki et de CdC12 (0.3mM) pour inhiber les
courants calciques ‘CaL. Les cellules sont alors maintenues à un potentiel de
-40 mV.
Ce milieu, peu après le début de l’enregistrement qui dure 1 mm, est
rapidement remplacé par le milieu extracellulaire standard contenant 5.4 mM
de KC1 et les inhibiteurs susmentionnés. Ce changement rapide est effectué
manuellement à l’aide d’un système de perfusion rapide (cf. 4.Patch-clamp de
la section Matériel et méthodes). Les cellules sont alors maintenues à -20 mV.
Cette augmentation rapide de [Kj entraîne l’activation maximale de toutes
les pompes Na/KtATPase présentes dans la membrane cellulaire. Cela se
manifeste sur l’enregistrement par le pic du courant ‘Na,K (Fig. 11 .A.a).
Le courant ‘Na,K maximum a été déterminé par la différence entre la valeur du
courant maximum (au pic) et celle du courant en présence de 0.5 mM de KC1.
Ce courant maximal est transitoire et le courant ‘Na,K revient à une valeur
stable quand les cellules ont rétabli le gradient électrochimique de K. Ainsi,
le courant ‘Na,K basal a été déterminé par la différence entre la valeur du
courant après le retour à l’état stable et celle du courant en présence de
0.5 mM de KC1 (Fig. 11 .A.b).
La densité du courant maximum n’est pas significativement altérée pendant la
gestation. Par contre, le courant basal diminue chez les rates gestantes.
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La strophantidine (0.05 mlvi) est un inhibiteur de la Na/K-ATPase dérivé de
la oubaïne. Elle induit une augmentation de la contractilité autant dans les
cellules de nullipares que celles des gestantes, lorsque la contractilité est
comparée aux témoins de chaque groupe. Ainsi, le pourcentage de
changement de la longueur cellulaire augmente dans les cellules de nullipares,
en présence de strophantidine, de 8.3 ± 0.4 % (n = 95) à 11.7 ± 1.1 % (n = 21,
p<O.05) et dans les cellules de gestantes de 6.9 ± 0.5 % (n = 50) à 9.2 + 0.9 %
(n = 11, p<O.OS) (Fig. 11 .Ba).
Cependant, cet effet de la strophantidine est moins marqué dans les
cardiomyocytes de rates gestantes lorsque comparés à ceux des nullipares. En
effet, le pourcentage de changement de la longueur cellulaire n’ augmente que
de 1.4 + 0.5 % (n =11), alors que celui des cardiomyocytes des rates nullipares





























































Figure 11.Altération de l’activité de la Na/K-ATPase lors de la gestation
A. Le courant ‘Na,K a été enregistré en patch perforé à 35°C, en présence de
BaCl2 (1.0 ml\’I) et CdCÏ2 (0.3mM), les cellules étant maintenues à -20 mV. Le
courant a été activé par une augmentation rapide de [Kjext de 0.5 à 5.4 mM (a).
Le courant ‘Na,K maximum a été défini comme la différence entre la valeur du
courant maximum (au pic) et celle du courant en présence de 0.5 mM de KC1.
Le courant
‘Na,K basal a été déterminé comme la différence entre la valeur du
courant à l’état stable et celle en présence de 0.5 m]\4 de KC1 (b). B. Effet de la
strophantidine (50 iM), inhibiteur de la Na/KtATPase, sur la contractilité des
cardiomyocytes des rates gestantes et nullipares (a). Comparaison de l’effet de
la strophantidine chez les gestantes vs les nullipares (b). Le nombre entre




4. Potentiel d’action et courants des cardiomyocytes
4.1 Potentiel d’action
Le potentiel d’action a été enregistré en patch-clamp perforé à 35°C dans le
mode dit courant imposé, «Iclamp», suite à l’application, toutes les 2 s, de
faibles courants d’environ 1 nA, permettant de dépasser la valeur seuil du
potentiel membranaire. Le protocole de stimulation consistait en une série de
trente enregistrements, d’une durée de is chacun. Pour chaque cellule, la
moyenne de ces trente enregistrements a été effectuée à l’aide du logiciel
Clampfit 9.0, afin d’obtenir un enregistrement final. La figure 12 représente
la moyenne des enregistrements finaux des cellules de chaque groupe. Les
cellules, qui ne présentaient pas «d’overshoot» (partie du potentiel d’action
supérieure à O mV suite à l’activation des canaux sodiques) et celles qui n’ont
pas généré un potentiel d’action sur la totalité des trente enregistrements, ont
été exclues.
Les cardiomyocytes des rates nullipares et gestantes avaient été
préalablement incubés avec du BAPTA-AM (10 !.LM) pour minimiser les
variations du calcium intracellulaire et par conséquent inhiber les contractions
spontanées.
Un ralentissement de la phase de repolarisation du potentiel d’action est
observé chez les rates gestantes (Fig.12). Le potentiel de repos des rates
gestantes et des rates nullipares est par contre similaire: -68.4 + 0.8 mV







figure 12. Effet de la gestation sur
cardiomyocytes
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le potentiel d’action des
Le potentiel d’action a été enregistré dans le mode courant imposé suite à
l’application de courants de l’ordre de 1 nA, toutes les 2 s pendant is. Le
protocole consistait en une série de trente enregistrements dont la moyenne
constitue un enregistrement final pour chaque cellule. La figure représente la
moyenne des enregistrements finaux des cellules. Les cardiomyocytes des
rates nullipares et gestantes avaient été incubés au préalable avec du
BAPTA-AM (10 tM) et par conséquent ne se contractaient pas. Le nombre
entre parenthèses correspond au nombre de cellules.




4.2 Courants potassiques sortants I et I
to sus
Les courants ‘to et ont été enregistrés en patch perforé à 35°C et en
présence de CdC12 (0.3 mM) dans le milieu extracellulaire. Chaque impulsion
est induite toutes les 5 s et dure 562 ms. Le potentiel membranaire passe de
-$0 à +$0 mV par étape de 10 mV, les cellules étant maintenues à -4OmV
(Fig.13.A). Le courant ‘to a été déterminé par la différence entre la valeur du
courant maximum et la celle en fin d’impulsion à 560 ms. Le courant
correspond au courant en fin d’impulsion.
La densité du courant ‘to diminue dans les cellules de rates gestantes. Cette
différence est significative de +50 mV à +$0 mV où la densité de It est 1.5
fois plus petite dans les cellules de rates gestantes que dans celles des
nullipares p<O.O5, (Fig 13.B.a). Quant au courant sa densité n’est pas
significativement altérée lors de la gestation (Fig 13.B.b).
Les propriétés d’inactivation du courant ‘to ont été déterminées à partir d’un
protocole en deux étapes la première étape consiste en l’application du
même protocole de stimulation que celui employé pour l’activation et la
seconde est une repolarisation de la cellule à +50 mV pendant 200 ms
(Fig.14.A). Il était de ce fait possible d’obtenir à partir d’un enregistrement
d’obtenir les caractéristiques de l’activation et celles de l’inactivation des
courants ‘to•
L’amplitude du courant ‘to +50 mV a été normalisée avec la valeur de la
densité du courant ‘to -80 mV. La courbe d’inactivation a été établie en
fonction de la valeur du potentiel de pré-impulsion c’est-à-dire celle du
potentiel de la première étape de stimulation et la courbe de tendance a été
effectuée en utilisant une régression de Boltzmann (Fig. 1 4.A).
La courbe d’inactivation de ‘to est décalée vers la droite, c’est-à-dire déplacée
vers des potentiels plus dépolarisants dans les cardiomyocytes de rates
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gestantes (Fig 14.B.a). En effet, le potentiel correspondant à la moitié de
l’inactivation, Vy. est de -23.5 ± 0.7 mV (n = 7) dans les cellules de rates
nullipares et de -18.2 ± 1.5 mV (n = 5) pour celles des rates gestantes.
t, la constante de décroissance de ‘to, a été déterminée par une fonction
mono-exponentielle pour les valeurs de potentiel membranaire de 30 à 70 mV
(Fig 14. B.b). La constante r diminue lors de la gestation mais ce changement
n’est pas significatif. La constante r est en moyenne de 10.8 ± 0.8 ms (n 5)
dans les cardiomyocytes de rates gestantes et de 16.7 ± 2.5 ms (n = 7) dans
ceux de rates nullipares.
Figure 13 Effet de la gestation sur l’activation des courants potassiques
sortants ‘to et
A. Les courants I et ont été enregistrés à 35°C en patch perforé en
présence de CdC12 (0.3 mlvi). Chaque impulsion est induite toutes les 5 s et
dure 562 ms. Le potentiel membranaire passe de -80 à $0 mV par étape de 10
rnV, les cellules étant maintenues à -40 rnV, (cf. protocole de stimulation
présenté au-dessus). 1. amplitude du courant maximum lors de l’activation 2.
courant en fin d’impulsion B. Relation 1/V de I: It a été défini comme la
différence entre la valeur du courant maximum en A.1 et celle en fin
d’impulsion en A.2 (a). Relation 11V de I correspond au courant en fin
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Figure 14.1ffet de la gestation sur l’inactivation des courants potassiques
A. Les courants ont été enregistrés à 35°C en patch perforé en présence de
CdCl2 (0.3 mlvi). L’inactivation du courant I a été déterminée à partir d’un
protocole en deux étapes : la première consiste en (‘application du même
protocole de stimulation que celui de l’activation du courant ‘to (cf. f ig.13) et
la seconde est une repolarisation à +50 mV pendant 200 ms. La flèche bleue
indique le courant maximum lors de l’inactivation de I. B. La densité de à
+50 mV a été normalisée avec la valeur de sa densité à -80 mV. La courbe
d’inactivation a été établie en fonction de la valeur du potentiel de pré-
impulsion. La courbe de tendance a été effectuée en utilisant une régression
de Boltzmann (a). t, la constante de décroissance de 1rn, a été déteminée par














— Gestante (n =5)
Nullipare (n = 7)








correspond au nombre de cellules.
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4.3 Courants potassiques sortants
‘KI
Le courant ‘Ki a été enregistré en patch perforé à 35°C, suite à un protocole
de stimulation qui consistait en une rampe de voltage passant de 80 à
-120 mV, appliquée toutes les 10 s, à une vitesse de 100 mV/s, les cellules
étant maintenues à -40 mV (Fig.15.A). Ce courant est caractérisé par une
rectification entrante importante et une petite composante sortante entre -60 et
-20 mV. Les composantes entrante et sortante de ‘KI ont été complètement
inhibées par le BaC12 (1.0 mM) (Fig.15. A). Le courant ‘KI est déterminé par
la différence entre les courants ioniques en absence et en présence de BaCl2
(1.0 mM) dans le milieu extracellulaire
La relation I-V de ‘Ki révèle une diminution significative de sa densité lors de
la gestation (Fig 15. B.a). Lorsque comparée à -120 mV, potentiel
membranaire correspondant à l’activation maximale des courants potassiques
‘KI, la densité moyenne de ‘KI est deux fois plus petite chez les gestantes que
chez les nullipares (Fig 15. B.b). En effet, dans les cardiomyocytes de rates
gestantes, la densité du courant ‘KI est de 6.6 ± 1.4 pA I pF (n = 13) et de 13.5















Figure 15.Effet de la gestation sur les courants potassiques entrants ‘KI
A. Le courant ‘KI a été enregistré en patch perforé à 35°C, suite à un
protocole de stimulation qui consiste en une rampe de voltages passant de
+$0 à -120 mV, à une vitesse de 100 mV/s, les cellules étant maintenues à
- 40 mV. Le courant ‘KI a été inhibé par le BaCI2 (1.0 mM). Il a été enregistré
dans la même cellule en absence et en présence de BaCl2 dans le milieu
extracellulaire. B. ‘KI est déterminé par la différence entre les courants en
absence et en présence de BaC12 ta). Comparaison de la densité moyenne de
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Les courants ‘Ca-L ont été enregistrés en patch perforé à 35°C. Chaque
impulsion est induite toutes les 2 s et dure 600 ms. Le potentiel membranaire
passe de -40 à +55 mV par étape de 5 mV, les cellules étant maintenues à
-4OmV La capacité membranaire n’a pas été compensée (Fig. 16.A).
Le courant ‘Ca-L a été complètement inhibé par l’ajout de CdC12 (0.3mM)
(Fig. 1 6.B). Le courant ‘Ca-L est déterminé par la différence entre la valeur du
courant maximum et la celle en fin d’impulsion à 600 ms, plutôt que par la
différence entre la présence et l’absence de CdCl2 car certains
enregistrements étaient contaminés par l’activation du courant potassique Ç
La courbe I-V du canal calcique de type-L montre que la densité du courant
ICa-L n’est pas significativement affectée dans les cellules de rates gestantes
(Fig. I 6.C).
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Figure 16.Effet de la gestation sur les courants calciques de type L ‘CaL
A. ‘CaL a été enregistré en patch perforé à 35°C. Chaque impulsion est induite
toutes les 2 s et dure 600 ms. Le potentiel membranaire passe de -40 à 55 rnV
par étape de 5 mV (cf. protocole de stimulation au-dessus), les cellules étant
maintenues à -4OrnV. La capacité n’a pas été compensée. B. Inhibition de ‘Ca
i. par ajout de CdCl2 (0,3 mlvi) dans le milieu extracellulaire. Les courants
sont enregistrés dans la même cellule selon les conditions présentées en A. et
sont comparés à O rnV. C. La relation 1/V du courant ‘Ca-L déterminé par la
différence entre la valeur du courant maximum et celle en fin d’impulsion. Le
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La grossesse est associée à des altérations importantes de la charge
hémodynamique et par conséquent représente une opportunité unique
d’étudier les effets d’une augmentation transitoire de la charge
hémodynamique sur le coeur. L’hypertrophie du ventricule gauche
développée par le coeur, qui est une réponse adaptative à ces changements,
fait de la grossesse un excellent modèle d’hypertrophie physiologique.
Afin de mieux comprendre ce que représentent ces changements au niveau
cellulaire, nous avons étudié à l’échelle d’un cardiomyocyte, les altérations
morphologiques et fonctionnelles du ventricule gauche chez la rate en fin de
gestation.
Morphologie des cardiomyocytes en fin de gestation
Le volume des cardiomyocytes augmente chez les rates gestantes par rapport
aux nullipares et cet accroissement résulte essentiellement d’un allongement
cellulaire. Cette croissance en longueur concorde avec les caractéristiques
d’un remodelage de type excentrique.
De part la définition de l’hypertrophie excentrique, l’élongation des
cardiomyocytes est la conséquence de la synthèse de sarcomères en série
Or, bien que supérieur à celui des rates nullipares, le nombre de sarcomères
des rates gestantes n’est pas significativement différent. Néanmoins, on
constate que le différence de longueur cellulaire entre les deux groupes est de
7.0 pm environ. Selon nos résultats le remodelage n’affecte pas la longueur
des sarcomères qui est la même entre les deux groupes à savoir 1.9 JIm, la
longueur également mesurée par $emb et coll. 103 De ce fait, une longueur
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de 7.0 tm représente l’ajout de 3-4 sarcomères, ce qui correspond à
l’augmentation du nombre de sarcomères des cardiomyocytes des rates
gestantes. Ainsi, l’accroissement du nombre de sarcomères pourrait être un
des mécanismes impliqués dans le remodelage morphologique des
cardiomyocytes. L’ensemble de ces résultats permet de suggérer que les
cardiomyocytes subissent un remodelage de type excentrique lors de la
grossesse. Ce remodelage est aussi observé aussi chez les femmes enceintes
et s’apparente à celui observé chez les athlètes féminines soumises à un
exercice d’endurance 35,b04
La membrane des cardiomyocytes présente un nombre important
d’invaginations appelées tubules-tranverses. Pour tenir compte de ce facteur
morphologique lors de notre détermination de la surface membranaire totale,
nous avons mesuré la capacité membranaire. L’accroissement de la capacité
membranaire, bien qu’il ne soit pas significatif, concorde avec l’augmentation
du volume. Etant donné que les cellules proviennent de toute la paroi
myocardique, les variations de taille cellulaire entre les différentes couches
du myocarde sont certainement responsables de la valeur élevée de l’écart-
type. Dans les expériences futures, nous étudierons séparément les cellules
des différentes couches du myocarde.
Le rapport volume!capacité permet d’évaluer la surface cellulaire utilisée par
les tubules-tranverses, «t-tubules», et de déterminer si il y a eu une expansion
ou une réduction de la membrane des tubules-transverses 105 Ce facteur est
important car les altérations des tubules-transverses sont associées à des
dysfonctionnements du couplage excitation-contraction 105 Ce rapport est
similaire pour les cellules des rates gestantes et nullipares. Cela permet de
suggérer que les «t-tubules» occupent la même quantité de surface
membranaire chez les gestantes et les nullipares. Etant donné que le volume
des cellules des rates gestantes a augmenté, pour que ce rapport demeure
équivalent à celui des rates nullipares, l’accroissement de la surface des
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«t-tubules» s’est probablement mis en place en conservant une certaine
proportionnalité qui a permis de conserver l’intégrité de la structure
cellulaire.
De plus, en associant ce résultat à celui de la longueur des sarcomères qui est
aussi similaire entre les deux groupes, il possible d’envisager que la structure
de l’appareil contractile est conservée. Ces données témoignent que le
remodelage excentrique observé est physiologique puisque la désorganisation
des sarcomères est une des particularités de l’hypertrophie cardiaque
pathologique 106
Aucune étude n’est parue à ce jour, sur les changements morphologiques des
cardiomyocytes lors de la gestation chez la rate. Les voies de signalisation
impliquées restent à découvrir. Cependant, une des voies envisageables serait
celle présentée par Wang et Proud 107 Ils ont démontré que l’hormone
nommée endothéline et la catécholamine appelée phényléphrine, via leurs
récepteurs couplés à une protéine Gq, activent la synthèse protéique menant à
l’hypertrophie cardiaque chez le rat. Cette action impliquerait la
déphosphorylation du facteur d’élongation EF2, une protéine qui, sous la
forme déphosphorylée, médie l’étape de translocation de la synthèse
peptidique.
Les altérations de l’homéostasie du sodium
La concentration intracellulaire de Na, [Na]1 est régulée dans les
cardiomyocytes par l’équilibre entre les mécanismes d’influx et d’efflux de
Na. Dans les cellules le gradient électrochimique favorise l’influx de Na.
Cette énergie est utilisée par de nombreux systèmes de transport comme les
+
. +canaux Na et les transporteurs qui couplent le transport du Na a ceux
d’autres ions et molécules. Ainsi, la régulation de la [Na1i est importante
pour le fonctionnement des cardiomyocytes.
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La gestation semble induire une altération de l’homéostasie du sodium car la
fluorescence de la sonde Na Green qui marque le Na intracellulaire,
augmente chez les rates gestantes. Cette augmentation de Na intracellulaire
pourrait être impliquée dans des changements osmotiques qui induiraient
l’augmentation du volume cellulaire que nous avons mesurée.
L’homéostasie du sodium est contrôlée par le SRAA chez le rat et l’humain.
Or, la grossesse est associée à une activation plus importante du SRAA qui
mène à une augmentation de la production d’aldostérone 10$ Par ailleurs, il a
été démontré que les cardiomyocytes possédaient un système endocrinien
capable de synthétiser l’aldostérone. Ces données permettent de suggérer que
le SRAA dans les cardiomyocytes soit plus actif lors de la grossesse, ce qui
expliquerait une rétention de sodium plus élevée 109
Etant donné que les ions ne peuvent entrer dans la cellule que par diffusion
facilitée ou active, pour augmenter la rétention de sodium, il faut agir sur ses
systèmes de transport. Au niveau des cardiomyocytes, il existe plusieurs voies
d’entrée du Na (les canaux Na, les échangeurs Na /Ca2, Na7H, le
cotransporteur Na /K /2C1
.....). Cependant, la voie principale de sortie du
Na dans les cellules est la Na/K-ATPase. Une augmentation de la [Na]
devrait faire intervenir une altération de l’activité de la Na/K-ATPase.
En effet, la densité du courant basal de la Na/K-ATPase diminue chez les
rates gestantes. La densité du courant maximum n’est par contre pas
significativement affectée par la gestation. Un plus grand nombre de cellules
serait toutefois nécessaire pour en avoir la certitude. Ces résultats permettent
de suggérer que l’activité des Na/K-ATPases présentes sur la membrane des
cardiomyocytes des gestantes et nullipares est similaire mais que
l’hypertrophie cellulaire en changeant leur position dans la membrane a peut
être altéré leur efficacité d’action.
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La Na17K-AIPase est localisée dans le sarcolemme périphérique et dans les
tubules-transverses. Chez le rat, l’isoforme Œi est surtout exprimée dans les
tubules-transverses, tandis que Œ2 est se retrouve dans le sarcolemme et les
tubules-transverses Le niveau d’expression des différentes isoformes
et/ou leur localisation cellulaire pourrait avoir des conséquences
physiologiques.
Les inhibiteurs de la Na/K-ATPase dérivés de la ouabaïne, tels que la
strophantidine, sont connus pour l’augmentation de la contractilité qu’ils
induisent : l’augmentation de la [Naj résultante entraîne l’inversion du mode
fonctionnement de NCX et par conséquent augmente la {Ca2j. C’est l’effet
qu’a induit la strophantidine pour augmenter la contractilité dans les cellules
des nullipares et des gestantes. Son effet est néanmoins moins important chez
les gestantes.
Les isoformes de la Na/K-ATPase ont une affinité différente pour la
ouabaïne et ses dérivés. Chez le rat, l’isoforme a1 est 100 fois plus résistante
à cette inhibition que que Œ2 et Œ3. Cette affinité est par contre similaire entre
les différentes isoformes de la sous-unité Œ chez l’humain. Il a été démontré
que l’hypertrophie cardiaque pathologique est associée à des changements
d’expressions des isoformes de la Nat’KtATPase, notamment Œ2 est
remplacée par a3 qui est exprimée surtout lors du développement et dans les
coeurs néonataux Etant donné que toute combinaison des sous-unités c et f3
donne lieu à la formation d’une protéine fonctionnelle, il est possible que le
remodelage hypertrophique de la grossesse induise l’expression d’une
isoforme particulière de la Na/KtATPase, ayant moins d’affinité pour la
strophantidine. Cette possibilité pourrait être vérifiée par un
immunobuvardage.
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+ + . .La Na /K -ATPase pourrait aussi etre a 1 ongine du remodelage
hypertrophique observé lors de la grossesse. En effet, il a été démontré que la
Na7K-ATPase pourrait servir d’intermédiaire dans la transduction du signal
depuis la membrane jusqu’aux organelles via des interactions avec différentes
protéines. Au niveau des cardiomyocytes, les différentes voies de
signalisation qu’elle médie résultent en l’activation de facteurs de
transcription tels que AP-l et NFKB, la régulation de gènes impliqués dans la
croissance, (tels que celui de l’ANP, de la sous-unité f13 de la NaJIC-ATPase
et de l’Œ-actine), la stimulation de la synthèse protéique et par conséquent
l’hypertrophie des myocytes.
Ces différentes cascades de réactions peuvent être activées par une inhibition
partielle et non toxique par la ouabaïne ou par ses dérivés et sont
indépendantes des variations de la [Na] et de la [Kj 119-124 Ainsi, la liaison
d’un dérivé endogène de la ouabaïne lors de la gestation pourrait expliquer
l’augmentation de la [Naj1 et l’effet réduit de la strophantidine chez les
gestantes, si son site de liaison est déjà occupé. Or, la présence chez le rat
d’un dérivé endogène de la ouabaïne à des concentrations sous-nanomolaires
proche des concentrations circulantes chez l’humain a été démontrée 124 De
plus, l’hypertrophie cardiaque chez le rat peut être induite par la perfusion de
la ouabaïne 124 serait intéressant de mesurer la concentration des dérivés de
la ouabaïne dans le sang ou l’urine des rates gestantes pour évaluer si leur
concentration augmente lors de la grossesse.
Contractilité des cardiomyocytes en fin de gestation
L’augmentation de la [Ca2j conséquente à l’inhibition de Na/K-ATPase
constitue un second messager pour la voie d’activation de l’hypertrophie
induite par la ouabaïne et la régulation des gènes qui lui sont associés. Cette
observation et l’augmentation de la [Na] dans nos cellules, permettent de
suggérer qu’une augmentation de la [Ca2j et par conséquent de la
$0
contractilité devraient se produire dans les cellules de rates gestantes.
Cependant, une diminution de la contractilité a été observée dans les cellules
2+de rates gestantes. Une utilisation plus importante du Ca et/ou une
augmentation de son stockage dans les réserves intracellulaires telles que le
R$ ou les mitochondries pourraient être en lien avec la diminution de
contractilité.
D’ailleurs, les travaux en cours dans notre laboratoire permettent d’envisager
un lien entre les altérations du métabolisme mitochondrial durant la gestation
et les changements de contractilité . En effet, les cellules de rates gestantes
présentent une réponse plus faible à l’octanoate, un agent activateur du
métabolisme mitochondrial, qui diminue la contractilité chez les rates
nullipares. Il en est de même pour le cyanure, un inhibiteur du complexe IV
de la chaîne respiratoire mitochondriale, qui augmente la contractilité chez les
rates nullipares .
Le développement de la contraction dépend de la [Ca2j 81,112,113 Or, l’apport
de Ca2 par les canaux calciques de type L ne semble pas affecter la [Ca2]
car il n’y a pas de différence significative au niveau de la densité du courant
JCa-L. Le décalage visible sur les courbes I-V est dû au fait que l’accès
électrique à la membrane était plus difficile avec les cellules de rates
gestantes. En effet, les membranes nécessitaient non seulement une succion
plus forte que celles des nullipares pour réaliser le scellement, mais aussi
étaient plus fragiles car elles se brisaient plus facilement au cours de la
succion. Cependant, l’intervalle entre le début de l’enregistrement et le
maximum de la densité de ‘CaL («time to peak intervah>) est d’environ 10 à
15 ms, ce qui est comparable aux valeurs obtenues par Volk et cou 114 chez la
rate.
Les études précédentes concernant l’effet de l’hypertrophie cardiaque sur la
densité de ‘CaL montrent une augmentation 113 une diminution 115 ou encore
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aucun changement 116 Une des explications possibles à ces observations
serait reliée à des différences dans l’étiologie, le degré et la durée de
l’hypertrophie. Il semblerait, en effet, qu’une hypertrophie légère augmente la
densité de ‘Ca-L tandis qu’une hypertrophie sévère la diminue 116 En se basant
sur cette observation, on peut considérer que le remodelage observé dans
notre étude induit une hypertrophie se situant entre une hypertrophie légère et
une sévère. Les mesures morphologiques du coeur entier effectuées
récemment par échocardiographie nous apporterons plus de précision à ce
sujet.
Les canaux calciques de type L sont plus abondants dans les tubules
transverses 117,118 Or, nos résultats laissent supposer que la membrane des
tubules-transverses augmente lors de la gestation. Ainsi, un des mécanismes
qui pourrait expliquer la préservation de la densité de ‘Ca-L serait une insertion
additionnelle ou un recrutement plus important de canaux calciques de type L
au niveau de la membrane afin de compenser l’augmentation de la taille
cellulaire. Cette hypothèse pourrait être vérifiée par immunobuvardage.
Il n’est pas encore établi avec précision si la contractilité du myocarde est
altérée lors de la grossesse puisque les études ont montré des résultats
contradictoires. Les variations induites par la période de la grossesse et les
modèles choisis pour l’étude et les techniques utilisées pour mesurer la
contractilité entrent certainement en ligne de compte. Cependant, des études
réalisées chez des femmes enceintes ont montré que la fin de la grossesse et le
début du post-partum sont associées diminution réversible de la contractilité
du myocarde, la fonction systolique étant maintenue pendant le reste de la
grossesse Nos résultats qui montrent une diminution de la contractilité
d’une cellule unique chez la rate en fin de gestation sont concordants avec
cette observation.
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La diminution de la [Ca2] libre cytoplasmique pourrait être due à 1) une
augmentation de l’activité de l’échangeur Na/Ca2 (NCX), qui est la voie
principale de sortie du Ca2 lors du processus d’excitation-contraction 2) une
augmentation du contenu calcique du réticulum sarcoplasmique via sa Ca2-
ATPase (SERCA) ou encore à 3) une augmentation du contenu calcique
mitochondrial via son uniporteur. Ces mécanismes mèneraient à une
diminution de l’amplitude et la durée des transitoires calciques et/ou à une
diminution de la sensibilité des myofilaments au Ca2* qui induiraient la
diminution de la contractilité observée dans les cardiomyocytes des rates
gestantes. L’application rapide de la caféine sur les cellules , nous
permettrait d’évaluer le contenu des réserves calciques et l’activité de NCX et
par conséquent de vérifier ces hypothèses. De plus, la [Ca2j devrait aussi
être mesurée par spectrofluorimétrie.
Altération de la repolarisation membranaire et courants potassiques
L’altération de l’activité de la Na171C-ATPase devrait aussi avoir des
répercussions sur le gradient électrochimique du K des cardiomyocytes de
rates gestantes. Cette action pourrait être en lien avec les changements de
densité des courants potassiques démontrés dans nos travaux 125
En effet, une des conséquences est la diminution de la densité de ‘to• Les
changements morphologiques de nos cellules pourraient aussi être impliqués
dans cette diminution. De nombreuses études ont montré que la densité de ‘to
diminue dans les cas d’hypertrophies cardiaques pathologiques
indépendamment de l’étiologie de l’hypertrophie 126-132
Le fait que la densité de ‘to ne soit pas maintenue permet de suggérer que lors
de la gestation, le nombre des canaux potassiques qui médient ‘to ne
compense pas l’augmentation de la taille cellulaire ou encore que les
changements hypertrophiques affectent la position membranaire des canaux
de ‘to ou des protéines qui l’entourent et qui sont nécessaires à son activité.
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Les hormones sexuelles peuvent aussi affecter le remodelage des canaux de
‘to. Dans le myomètre, l’expression de l’isoforme Kv 4.3 du canal est
diminuée et les oestrogènes seraient responsables de cette diminution 133
L’action des hormones sexuelles constitue aussi une voie envisageable dans
notre cas.
Cette diminution de densité est accompagnée d’un changement de sa courbe
d’inactivation: chez les rates gestantes cette courbe est déplacée vers des
potentiels plus dépolarisants. De plus, il semblerait que la désactivation des
canaux soit plus précoce dans les cardiomyocytes de rates gestantes. En effet,
d’après nos résultats préliminaires, lors de la gestation, la décroissance de ‘to
serait plus rapide puisque les valeurs de la constante de temps ‘t sont
inférieures chez les rates gestantes. Ces résultats laissent supposer que
l’adaptation du myocarde lors de la grossesse implique une altération des
propriétés cinétiques de ces canaux et que les cellules de rates gestantes sont
plus résistantes à la dépolarisation.
Une des voies possibles par laquelle l’inactivation pourrait être régulée lors
de la grossesse est la phosphorylation des canaux potassiques. En effet, il a
été démontré que la phosphorylation par la kinase, CaMKII, dépendante du
Ca2 et de la calmoduline, peut moduler l’inactivation de ‘to 134
Le courant potassique ‘to initie et médie la phase précoce de repolarisation et
de ce fait peut influencer la durée du PA 135 En effet, chez plusieurs espèces
dont le rat, la diminution de la densité de ‘to, dans les cardiomyocytes
ventriculaires, mène à la prolongation du PA 126,127 Cependant, les cellules
étant en présence de BAPTA-AM, la phase de plateau, qui est moins marquée
chez le rat, est d’autant plus diminuée. Il est par conséquent difficile
d’observer les conséquences de la diminution de la densité de I. Des
expériences dans des cellules en contractions permettront de le vérifier.
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Le courant sortant n’est pas significativement altéré lors de la gestation.
h1 ne serait pas affecté par les changements hypertrophiques ou encore les
modifications de la densité de ne feraient pas partie des changements
nécessaires à l’adaptation du myocarde. Plusieurs études ont d’ailleurs
démontré que la densité de L11 ne change pas lors de l’hypertrophie
cardiaque 126,135
La diminution de la densité de ‘KI est par contre paradoxale car une inhibition
de la NatIKtATPase devrait en effet favoriser les courants entrants. Il est
possible que la diminution de sa densité contribue à contrebalancer celle des
courants sortants ‘to afin de maintenir une [Kj et un gradient électrochimique
suffisants pour le bon fonctionnement de la cellule.
Les changements morphologiques des cellules peuvent être en lien avec cette
diminution qui a été observée dans différents types d’hypertrophies 136,137
Le courant
‘1(1 joue un rôle déterminant dans la stabilité du potentiel de repos
des cardiomyocytes ainsi que dans la phase finale de repolarisation. Le
potentiel de repos des cardiomyocytes est similaire chez les rates nullipares et
les gestantes et proche des valeurs retrouvées par McCrossan et coll.’38.
Cependant, en dépit de la diminution de la densité du courant ‘KI dans les
cellules de rates gestantes, le potentiel de repos est le même. Cela signifie que
le nombre de canaux diminué et/ou l’activité réduite de ces canaux ne nuit
pas au maintien du potentiel de repos.
La diminution de la densité de ‘KI pourrait être impliquée dans le changement
de profil du PA, un ralentissement de la phase de repolarisation tardive du PA
des cardiomyocytes étant observée chez les rates gestantes. Ces résultats sont
concordants avec les études menées chez les femmes enceintes. En effet,
Lechmanova et col!.’39 ont démontré que l’intervalle QT était prolongé chez
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Nos données confirment que l’adaptation du ventricule gauche lors de la
gestation nécessite la mise en place d’altérations structurales et fonctionnelles
des cardiomyocytes. L’inhibition de la Na71C-ATPase pourrait être un des
mécanismes initiateurs ou un messager des adaptations morphologiques et
fonctionnelles des cardiomyocytes (Fig. 17).
D’une part, elle peut entraîner l’hypertrophie par la régulation des gènes qui
lui sont associés via son inhibition par la ouabaïne et ses dérivés. Ainsi, il est
probable que l’inhibition de la Na7KtATPase soit un des mécanismes
initiateurs impliqués dans le remodelage excentrique des cardiomyocytes des
rates gestantes que nous avons observé.
D’autre part, le remodelage excentrique des cardiomyocytes pourrait altérer
l’activité de la Na/K-ATPase et par conséquent affecter le gradient
électrochimique de K suite à l’augmentation de la [Naj. Cette diminution
de l’activité de la N&’7K-ATPase pourrait ainsi avoir un lien direct ou
indirect avec la diminution de la densité de I et de ‘KI. Ainsi,
paradoxalement l’activation des voies qui favorisent une augmentation de la
est associée à une diminution de la contractilité.
Bien que la Na/K-ATPase semble jouer un rôle important dans les
adaptations des cardiomyocytes lors de la grossesse, d’autres voies de
signalisation sont possibles, impliquant notamment les nombreux
changements hormonaux qui se produisent lors de la grossesse.
La connaissance des adaptations cardiovasculaires au cours de la grossesse
est cependant essentielle car l’incapacité de produire ou de prolonger ces
changements peut résulter en des complications mettant en péril la vie de la
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mère et du foetus. En permettant une meilleure compréhension de la
physiologie cardiaque durant la grossesse, cette étude pourra améliorer la
compréhension des altérations qui se produisent lors des pathologies
cardiovasculaires de la grossesse. A long terme, cette étude permettra de
suggérer la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques menant aux
dépistages précoces des troubles cardiaques et à suggérer des traitements
mieux adaptés.
Grossesse normale..
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Figure 17. Schéma récapitulatif des altérations des cardiomyocytes
chez la rate en fin de gestation.
Les flèches en trait plein représentent les connaissances établies. Les flèches
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